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“Una breve mirada a la historia nos recuerda las líneas de tiempo del pasado. 
Mi experiencia me ha demostrado que las cosas que esperamos que sucedan, 
siempre suceden más lentamente. Con los inventos, continuamente 
subestimamos el tiempo requerido desde la idea, hasta su plena realización. 
Los nuevos campos de la biotecnología y la nanotecnología serán el 
desarrollo del siglo XXI. 
Se trata de las sorpresas que nos abruman, como el sida y los ataques 
terroristas del 11 de septiembre de 2001. Al igual que con la especie humana 
y otras manifestaciones de la naturaleza, casi todo cambio es evolutivo, no 
revolucionario. Las cosas simplemente se toman su tiempo - casi siempre más 
tiempo del que esperamos”. John Naisbitt 
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ABREVIATURAS 
7AAD: 7-Aminoactinomycin D 
ADN: Ácido desoxirribonucleico 
AMD: AMD3100 (antagonista del correceptor CXCR4) 
ARN: Ácido ribonucleico 
ARNm: Ácido ribonucleico mensajero 
ARNi: Ácido ribonucleico de interferencia 
AZT: Zidovudina (Inhibidor de la retrotranscriptasa inversa) 
CMSP: Células Mononucleares de Sangre Periférica 
Co: Cobalto 
Cu: Cobre 
DMSO: Dimetil Sulfóxido 
Dxt: Dextrano 
EFV: Efavirenz (Inhibidor de la retrotranscriptasa) 
ELISA: Enzyme-Linked ImmunoSorbent Assay (Ensayo por inmunoabsorción ligado a 
enzimas) 
ETS: Enfermedades de Transmisión Sexual 
FDA: Food and Drug Administration (Agencia de Drogas y Alimentos) 
IL-2: Interleuquina 2 
IMPE: Índice de Movilidad Progresiva Espermática 
ITINN: Inhibidores de la Transcriptasa Inversa No análogos de Nucleósido 
LDH: Lactato dehidrogenasa 
LTR: Long Terminal Repeat (repetición terminal larga) 
MTS y MTT : 3-(4, 5-Dimethyl-2-thiazolyl)-2, 5-diphenyl-2H-tetrazolium bromide  
MVC: Maraviroc  (antagonista del correceptor CCR5) 
Ni: Níquel 
OMS: Organización Mundial de la Salud 
Onusida: Programa Conjunto de Naciones Unidas sobre el VIH/sida 
PBS: Phosphate buffered saline (Buffer Fosfato Salino) 
PHA: Phytohaemagglutinin (Fitohemaglutinina) 
PMS: Phenazine Methosulfate (Metosulfato de Fenazina) 
REM: Recuperación de Espermatozoides Móviles 
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RMN: Resonancia Magnética Nuclear 
RT: Retrotranscriptasa Inversa 
SHIV: Simian-Human Immunodeficiency Virus (Virus quimérico de la Inmunodeficiencia 
Humana-Simia) 
Sida: Síndrome de la Inmunodeficiencia Adquirida 
SIV: Simian Immunodeficiency Virus (Virus de la inmunodeficiencia Simia) 
Sur: Suramin 
T-20: Fuzeón 
TA: Temperatua Ambiente 
TAK: TAK-779  (antagonista del correceptor CCR5) 
TARGA: Terapia Antirretroviral de Gran Actividad 
TDF: Tenofovir (Inhibidor de la retrotranscriptasa inversa) 
TER: Transepithelial Electrical  
UI: Unidades Internacionales 
VHS: Virus Herpes Simple 
VIH: Virus de la Inmunodeficiencia Humana 
Zn: Zinc 
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SUMMARY 
The concept of “microbicide” has been born out of the unavailability of a vaccine 
against HIV and the problems of women to negotiate the use of preventive prophylaxis by 
their partners, especially developing countries. 
We have developed and evaluated anionic carbosilano dendrimers 2G-S16, 2G-C16, 
2G-S16Cu8, 2G-C16Cu2, 2G-C16Cu4, 2G-C16Cu6, 2G-S32, 2G-C32, 2G-S24P and 2G-
C24P non-specific microbicides. Moreover, we described for the first time the combination 
of non-specific compounds 2G-S16 and 2G-C16 and the antiretroviral drugs as potential 
anti-HIV microbicides. 
All dendrimers showed high biosafety in human epithelial cell lines derived from uterus 
and vagina and in primary blood human cells (PBMC). The majority of the dendrimers 
combination or the combination dendrimer+antiretroviral, not only have a greater capacity 
to block the entry of different X4 and R5 HIV-1 isolates inside epithelial cells but protect 
the epithelial monolayer from the disruption or and also prevents HIV-1 infection of 
activated PBMC. The treatment of epithelial cells with different carbosilane dendrimers did 
not produce changes in activation or proliferation of PBMC, expression of CD4, CCR5 or 
CXCR4, or microbiote and sperm survival. Moreover, no irritation or vaginal lesions were 
detected in female CD-1a mice after dendrímero vaginal administration. Finally, all 2G-S16 
or 2G-C16-antiretroviral combinations showed a synergistic profile with improved antiviral 
potency.  
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
Nanotecnología y microbicidas: protección frente a la infección por VIH 
 
 
28 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
Nanotecnología y microbicidas: protección frente a la infección por VIH 
 
29 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
I. INTRODUCCIÓN 
 
 
 
Nanotecnología y microbicidas: protección frente a la infección por VIH 
 
 
30 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
Nanotecnología y microbicidas: protección frente a la infección por VIH 
 
31 
1. INTRODUCCIÓN  
1.1 Virus de la inmunodeficiencia humana 
En el año 1981 se observó un cuadro de síntomas comunes (neumonía por P. jiroveci, 
sarcoma de Kaposi, tuberculosis, candidiasis e infección por citomegalovirus) en 
homosexuales, que pronto empezaron a aparecer en varones o mujeres heterosexuales 
usuarios de drogas intravenosas y entre individuos hemofílicos que habían recibido 
transfusiones de sangre o de productos sanguíneos al que se denominó síndrome de 
inmunodeficiencia humana o sida.1 El Programa Conjunto de Naciones Unidas sobre el 
VIH/sida (Onusida) y la Organización Mundial de la Salud (OMS) estiman que el sida ha 
causado la muerte de aproximadamente 25 millones de personas en todo el mundo.  
En 1984, se descubrió el agente viral causante de la enfermedad, al que se le denominó 
virus de la inmunodeficiencia humana tipo 1 (VIH-1).2 En 1986 se aisló en África Occidental 
el VIH-2.3-5 Como otros agentes causantes de enfermedades infecciosas emergentes, el VIH 
pasó a los seres humanos por zoonosis. El VIH tiene una alta homología con el virus de 
inmunodeficiencia de los simios (SIV), del que se conocen diversas cepas que se transmiten 
por vía sexual.6  
A diferencia del VIH, el SIV no causa inmunodeficiencia en los organismos que lo 
hospedan, salvo en el caso del salto de una especie a otra. El VIH-1 está estrechamente 
relacionado con el SIVcpz, que infecta a poblaciones de la subespecie centroafricana del 
chimpancé común (Pan troglodytes troglodytes) con una homología de secuencia del 84%. 
El VIH-2, extendido en África Occidental, procede del SIVsm, propio del mangabeye 
fuliginoso (Cercocebus atys atys) que habita las selvas costeras desde Senegal hasta Costa 
de Marfil con una homología del 82-89%.6-7 Por lo tanto, existen importantes diferencias 
entre el VIH-1 y el VIH-2, lo que provoca cambios en su evolución, tropismo y patogénesis. 
Las principales diferencias incluyen una menor patogenicidad del VIH-2 comparada con el 
VIH-1, un mayor control inmunológico de la infección por el VIH-2 y a veces un cierto 
grado de independencia del receptor CD4.3  
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En concreto, el VIH-2 se transmite de forma más lenta y es por lo general menos 
patogénico que el VIH-1, con periodos de latencia de más de 10 años, mostrando un índice 
de mortalidad dos tercios menor que el VIH-1. Además, el VIH-2 se encuentra confinado 
casi exclusivamente a los países de África occidental.3 
La infección por el VIH, afecta aproximadamente a 33,3 millones de personas 
alrededor de todo el mundo, de los cuales 2,2 millones son menores de 15 años de edad.8 
Más de 7.000 personas se infectan diariamente por el VIH según los datos de Onusida. La 
exposición heterosexual constituye la principal vía de transmisión del virus en África 
subsahariana, y representa el 80% de las nuevas infecciones en todo el mundo.9 En los países 
en los que las epidemias se encuentran en fase de madurez, los contagios en personas con 
parejas estables y duraderas a menudo son elevados (Onusida). 
 Además, muchas veces, los hombres y las mujeres no pueden compartir la 
responsabilidad de reducir los riesgos de la transmisión del VIH, en parte porque las 
mujeres están excluidas de la toma de decisiones relacionadas con la sexualidad, no reciben 
una educación sexual en profundidad, y tienen un acceso desigual a los métodos de 
prevención. La epidemia afecta a los hombres que tienen relaciones sexuales con hombres, 
los usuarios de drogas por vía parenteral, y los profesionales del sexo en todo el mundo, 
pero sobre todo en Asia y el Pacífico, América Latina y el Caribe, y Europa oriental y central. 
Debido a la terapia de alta eficacia o TARGA, en todo el mundo millones de personas 
seropositivas viven más y en mejores condiciones, lo que supone un gran éxito que se ha de 
preservar y ampliar (Onusida).  
El TARGA o combinación de al menos tres antirretrovirales, dos de ellos de dos familias 
diferentes es el tratamiento convencional para el VIH/sida.10 Aunque el TARGA disminuye 
la carga viral a niveles indetectables, incrementa los valores de linfocitos T CD4+ y evita la 
progresión a sida, todavía hay varios desafíos pendientes. La mayor dificultad radica en la no 
adhesión del paciente al tratamiento y por lo tanto del fracaso virológico.11-14 Aunque el 
individuo VIH+ tenga una adherencia >90% al TARGA, el VIH puede desarrollar resistencias 
a determinadas combinaciones de fármacos.  
Además, hay que destacar los efectos secundarios debidos a la toxicidad del TARGA 
como son efectos cardiológicos, diabetes, enfermedad hepática, cáncer, lipodistrofia y 
envejecimiento acelerado entre otras.15-17 El TARGA no erradica el VIH en los pacientes 
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infectados y el virus permanece de forma latente de por vida en los reservorios celulares y 
anatómicos.18-19 Más importante, no existe una vacuna preventiva frente a la infección por 
el VIH por lo cual se han puesto en marcha nuevas aproximaciones terapéuticas con el 
objetivo de evitar la transmisión sexual del VIH como es el desarrollo de microbicidas. 
1.1.1 Estructura del virus de la inmunodeficiencia humana 
La partícula viral del VIH es de aproximadamente 100 nm de diámetro, se compone de 
una envoltura lipídica y una nucleocápsida de forma cónica, en cuyo interior se encuentra el 
material genético y las enzimas necesarias para el ciclo viral.20  
La envoltura está formada por una bicapa fosfolipídica. Asociada a la bicapa hay dos 
glicoproteínas virales: gp120, proteína trimérica que sobresale hacia el exterior y 
permanece unida no covalentemente a la proteína gp41 que se encuentra anclada a la 
bicapa fosfolipídica por una región transmembrana. En la parte interna de la membrana se 
encuentra la proteína p17. La proteína de la cápsida p24, es el componente principal del 
núcleo, y recubre la nucleocápsida. Ésta contiene dos copias del genoma viral que están 
recubiertas por la proteína p9, una molécula de ARN transferente que actúa como cebador 
en la iniciación de la síntesis del ADN viral, la transcriptasa inversa, la proteasa y la proteína 
p6.21 El ARN viral tiene una longitud de 9,2 Kb y comprende las secuencias repetidas 
situadas en los extremos del genoma (LTR) y nueve genes: seis reguladores (tat, rev, ref, vif, 
vpr y vpu) y tres estructurales (gag, pol y env) (Figura 1). 
1.1.2 Ciclo de infección del VIH 
Las células diana del VIH son los linfocitos T CD4+, aunque también en mayor o menos 
medida los monocitos/macrófagos, las células dendríticas, las células de Langerhans y las 
células de microglía del cerebro. El virus se encuentra presente en numerosos fluidos del 
organismo, entre ellos la sangre y las secreciones vaginales. El ciclo de infección comienza 
con la entrada viral, que requiere la interacción entre la proteína viral gp120 y el receptor 
celular CD4, permitiendo que se inicie el proceso de fusión entre la membrana viral y la 
celular, en el que participa la proteína gp41 que interacciona con los correceptores CXCR4 
o CCR5,22 permitiendo la internalización de la nucleocápsida y la desencapsidación del 
genoma viral (Figura 2).21,23  
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Figura 1. Estructura y organización genómica del VIH. A | Estructura del virión de VIH, representación 
de las proteínas más relevantes. B | Genoma del VIH-1 de 9,2 Kb que contiene genes que codifican las 
proteínas enzimáticas y estructurales (gag, pol y env) halladas en todos los retrovirus competentes a la 
replicación, además de otros genes que codifican funciones virales únicas de esta familia de virus.  
El descubrimiento de los dos correceptores ha ayudado a una mejor comprensión de la 
interacción de la envuelta viral con las células hospedadoras, así como el desarrollo de 
terapias para inhibir la entrada viral. Dependiendo del correceptor que el virus use para 
llevar a cabo la infección se denomina aislado viral X4-trópico o R5-trópico (correceptor 
CXCR4 ó CCR5, respectivamente) o dual-trópico (uso se ambos correceptores).22-24 Tras la 
entrada del virus en la célula, se produce la retrotranscripción de una de las hebras de ARN 
a ADN bicatenario. Este proceso lo lleva a cabo la enzima transcriptasa inversa o 
retrotranscriptasa (RT), que es transportada en el propio virión.  
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Figura 2. Ciclo del VIH y sus dianas terapéuticas. 1-2 | La entrada viral requiere la unión de gp120 al 
receptor celular CD4 y a un correceptor (CCR5 ó CXCR4). La unión al correceptor origina cambios en la gp120 
y el péptido transmembrana gp41, dando lugar a la fusión de las membranas. Los inhibidores de CCR5 como es 
el caso del maraviroc (Celsentri®) previenen la unión viral a este correceptor. Los inhibidores de fusión como 
enfurvitida (Fuzeon®) se unen a la gp41 y previenen los cambios conformacionales necesarios para la fusión 
viral con la célula. 3 | Dentro del compartimento citoplasmático, el núcleo viral internalizado y la enzima viral 
retrotranscriptasa copia el ARN viral en una hebra de ADN, la cual es transportada al interior del núcleo. 
Inhibidores de la retrotranscriptasa análogos y no análogos de nucleósidos (ITIN e ITINN) como tenofovir 
(Viread®), abacavir (Ziagen®) o efavirenz (Sustiva®) inhiben este proceso. 4 | Dentro del núcleo, la integrasa 
viral incorpora el ADN viral en el genoma celular, una etapa bloqueada por inhibidores de la integrasa como 
raltegravir (Isentress®). 5 | El ADN proviral integrado es transcrito para generar un ARN viral completo y 
múltiples secuencias de ARNm que son traducidos a proteínas (ej. precursores de Gag y Gag-Pol) por la 
maquinaria celular. 6 | Las proteínas virales y el ARN viral son transportados cerca de la membrana plasmática 
donde son ensamblados con factores celulares en el interior de la partícula viral. 7 | La gemación y salida de 
las partículas virales ocurre simultáneamente con la rotura de los precursores de Gag y Gag-Pol por la 
proteasa viral, dando lugar a un virión maduro. Inhibidores de la proteasa como atazanavir (Reyataz®) o 
darunavir (Prezista®) bloquean la etapa de rotura y previenen la formación de viriones maduros.  
El ADN proviral es transportado al núcleo celular en un proceso en el que participan las 
proteínas virales p17 y Vpr,25 además de otros factores celulares que forman la maquinaria 
de importación al núcleo. Posteriormente el ADN proviral es integrado en el genoma por 
1. Unión 
2. Fusión
3. Transcripción
inversa
4. Integración
5. Traducción
6. Ensamblaje
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medio de la integrasa viral, aunque también se ha demostrado la presencia de ADN proviral 
libre que es susceptible de integración si se produce activación celular.26  
El ADN proviral integrado puede seguir un comportamiento variable: permanecer 
latente, replicarse de forma controlada o experimentar una replicación masiva. La 
replicación viral es un proceso sometido a una regulación compleja y depende tanto de 
factores virales como celulares.27  El VIH utiliza el procesamiento alternativo de su transcrito 
de ARN completo para generar los diferentes ARNm que se requieren para la expresión de 
sus proteínas. Una vez procesadas, las proteínas virales son modificadas después de la 
transducción y antes del ensamblaje en lo que constituiría las partículas virales maduras.28 
La proteasa viral corta el precursor proteico p55 dando lugar a las proteínas de la 
nucleocápsida p24, p17, p9 y p6. El ciclo infectivo termina con la salida de nuevos viriones 
por gemación.20 La gemación y salida de las partículas virales ocurre simultáneamente con 
la ruptura de los precursores de Gag y Gag-Pol por la proteasa viral, dando lugar a un virión 
maduro. 
1.1.3 Invasión del VIH en el tracto genital femenino 
Una de las principales vías de transmisión del VIH es la sexual, que está mediada por 
exposición a células infectadas del líquido seminal o de las secreciones de la mucosa29. Aún 
no se conoce bien la transmisibilidad del virus libre de células en comparación con células 
que portan el virus.30 Los riesgos de transmitir o contraer la infección son muy variados. Los 
estudios epidemiológicos indican que la transmisión está ligada a la cantidad de virus 
infeccioso que está presente en los fluidos genitales.31-32 El TARGA disminuye la cantidad de 
VIH-1 en sangre a valores indetectables por los métodos habituales utilizados en clínica y en 
algunos casos se correlaciona con la no detección de virus en líquido seminal y en el tracto 
genital femenino, pero hay casos donde no hay detección en sangre y sí en líquido seminal y 
en el tracto genital.33-34 Por eso, aunque algunos individuos infectados presentan un bajo 
riesgo de transmisión, otros pueden ser “súper-propagadores” y altamente infecciosos 
durante todo (o intermitentemente) el curso de la infección.35-36 En la fase aguda de la 
infección, los individuos presentan un gran riesgo de transmisión del VIH, razón por la cual 
las epidemias usualmente se propagan de forma más virulenta cuando afectan a una nueva 
población; individuos VIH+ con cantidades elevadas de virus, debido a que desconocen su 
condición de recién infectados tienen un alto riesgo de transmisión del VIH a individuos no 
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infectados, que a su vez se convertirán en individuos VIH+ altamente virémicos sin dejar de 
ser sexualmente activos, iniciándose el ciclo una y otra vez.29 
Entre el 30-40% de las nuevas infecciones por el VIH en mujeres, se producen a través 
del epitelio vaginal, con menor probabilidad de exposición por vía anal o parenteral. 
Durante el acto sexual, la transmisión del VIH de hombre a mujer es más eficiente que de 
mujer a hombre, con lo que las mujeres son más susceptibles a la infección por el VIH.37 
Tanto el epitelio vaginal como el cervical, van a ser el primer sitio donde las células 
seminales del hombre y las del tracto reproductor femenino se encuentren. Aunque parezca 
raro, en este sentido, la mayoría de los estudios se han llevado a cabo sobre viriones libres.38 
Se han propuesto distintos mecanismos para la transmisión sexual del virus, sin embargo, de 
ser alguno o algunos de los mecanismos implicados, la transmisión del VIH-1 es aún incierta 
(Figura 3).30  
 
Figura 3. Mecanismo de transmisión del VIH-1 a través de la mucosa del epitelio. a | Infección directa de 
las células epiteliales. b | Transcitosis a través de las células epiteliales. c | Transmigración epitelial de células 
donantes infectadas. d | Captura del virus por las células de Langerhans. e | Paso a través de la ruptura de la 
barrera epitelial. Una vez transferido el virus a través de la barrera epitelial se produce una captura del VIH-1 
por parte de las células dendríticas migratorias (por DC-SIGN u otra manosa tipo C-lectina) y la posterior 
difusión a los ganglios linfáticos de drenaje y/o la infección localizada por VIH-1 de la mucosa, lo que lleva al 
reclutamiento de otras células susceptibles de ser infectadas.29 
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Cuando el epitelio escamoso estratificado que recubre la vagina y la ectocérvix se 
encuentra intacto, debido a su composición en múltiples capas tanto en la mucosa genital 
masculina como femenina, ofrece una mayor protección frente a la infección por el VIH que 
la que ofrece el epitelio simple columnar.39 El epitelio en estas regiones tiene limitada la 
permeabilidad a las partículas que tienen un diámetro mayor de 30 nm.40 Sin embargo, la 
mayor área de superficie de la pared vaginal y ectocérvix, que a menudo supera 15 veces la 
del endocérvix, proporciona un acceso más potencial para la entrada del VIH, 
particularmente cuando las rupturas se producen en la capa de células epiteliales.39 
En principio, el tejido uterino es susceptible de infección si es inoculado directamente 
con VIH.41 En mujeres que han nacido sin útero42 y en hembras de macaco a las que se les ha 
extirpado quirúrgicamente el útero43 se ha demostrado que tanto partículas de VIH como 
del SIV, respectivamente pueden atravesar la mucosa vaginal. De hecho, puede darse 
transmisión selectiva del VIH a través de la vagina en lugar de la mucosa del cuello del 
útero, ya que se ha observado que el uso del diafragma no producía ninguna disminución 
significativa en la transmisión del VIH.44 La región en la que la ectocérvix se transforma en 
endocérvix tiene una población abundante de células T CD4+, siendo ésta una de las 
principales causas de su susceptibilidad a la infección por el VIH (Figura 4).  
 
Aunque en humanos se desconoce si el VIH puede atravesar el tapón mucoso, llegar a 
la cavidad uterina e infectar a través de la mucosa del tracto genital superior,39 se podría 
esperar el paso del virus a través del tapón mucoso ya que en monos se ha conseguido la 
infección uterina mediante un virus híbrido SIV-HIV (SHIV).45 Posiblemente la mucosa del 
tracto superior sea más vulnerable a la infección por el VIH durante la ovulación, ya que 
durante este periodo los niveles de estrógenos alteran el mucus endocervical dándole una 
consistencia menos viscosa y más alcalina.39 Además, en macacos tratados con progesterona 
se observa un descenso de la efectividad de esta barrera frente a la infección por el SIV.46-47  
Viriones libres tanto de VIH como de SIV y viriones de leucocitos seminales (asociados 
a células) pueden producir infección en la mucosa.39 Esto se ha observado in vivo en 
macacos48 y ratones,49 y en humanos a través de comparaciones de secuencias de aislados 
virales de mujeres infectadas y de células seminales y plasma de sus parejas también 
infectados.50 También se ha confirmado la transmisión del VIH-1 libre de células y asociado 
a células mediante estudios ex vivo, utilizando explantes cervicales humanos.51-52 En 
principio, el mucus cervical puede atrapar virus libre y células seminales infectadas.53-54  
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Figura 4. Invasión del VIH. A | En las mujeres, la invasión viral se produce principalmente a través del 
epitelio escamoso no queratinizado de la vagina y ectocérvix, así como a través del epitelio simple columnar 
del endocérvix. El canal endocervical está lleno de moco, proporcionando una barrera contra la entrada de 
agentes patógenos. Sin embargo, la ovulación conlleva la hidratación y alcalinización del tapón mucoso, 
posiblemente disminuyendo su función de barrera. La infección en las mujeres también puede producirse 
cuando el VIH-1 invade la monocapa del epitelio columnar del recto tras el coito anal. B | En los hombres, la 
invasión viral se presenta con mayor frecuencia a través del prepucio del pene y de la uretra, como 
consecuencia de la penetración vaginal o anal. El glande del pene y el prepucio exterior están protegidos por 
epitelio escamoso queratinizado, lo que proporciona una fuerte barrera mecánica contra la invasión del VIH. 
Por el contrario, un pobre y delgado epitelio escamoso queratinizado cubre el interior del prepucio, lo que 
hace este sitio vulnerable a la invasión del VIH. Los hombres también pueden infectarse por el virus a través 
del recto.39 
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Varios estudios muestran que el VIH-1 se une y entra en las células epiteliales desde el 
tracto genital femenino inferior.55-57 Se ha observado transcitosis tanto en células primarias 
como en líneas celulares, pero no en tejido intacto. Tras la liberación del virus, éste infecta 
sin dificultad a los leucocitos.58 Se ha observado que los viriones asociados a células en 
comparación con los viriones libres, presentan mayor eficiencia en la transcitosis.59-60 Se 
puede producir una infección productiva dentro de las propias células epiteliales 
cervicales,61 aunque éste, es un tema controvertido,55,62 pero sí se ha estudiado la infección 
productiva por SIV.63 Es posible que el VIH-1 también pueda ser transportado a través del 
epitelio cérvico-vaginal a los vasos linfáticos de drenaje tanto por linfocitos como por 
macrófagos donantes, como se ha sugerido en estudios con ratones.39 
Independientemente de la forma utilizada, el paso del virus a través del epitelio 
cérvico-vaginal in vivo se produce rápidamente, tras 30-60 minutos de exposición, como se 
muestra en macacos infectados por el SIV,64 y en pocas horas a través de la mucosa epitelial 
en humanos.37 Una vez en el epitelio, el VIH se encontrará con células T CD4+, y células de 
Langerhans. Las células de Langerhans tienen dendritas que se extienden y se retraen a 
través del espacio intercelular,65 e incluso pueden llegar hasta la superficie del epitelio 
donde el VIH se puede unir directamente a estas células.66 Aún así, no se ha demostrado, 
que el VIH utilice las células de Langerhans y las células dendríticas para saltarse la barrera 
de células epiteliales.39  
Las células T CD4+ están dispersas en toda la lámina propia de la vagina humana 
(ectocérvix y endocérvix), a menudo bajo la membrana basal. También residen en un 
número variable dentro del epitelio escamoso vaginal y ectocervical.67-68 La mayoría son 
células T de memoria que presentan una mayor expresión del correceptor CCR5 que las 
células T que circulan en sangre periférica.68-71 Se ha confirmado la presencia de células T 
CD4+ infectadas en el estroma de la mucosa un día después de la inoculación del VIH-1 en 
cultivos de tejidos vaginales, ectocervicales y endocervicales.51,53,62,72 Este resultado fue 
sorprendente, dada la presencia de células T CD4+ y CCR5+ en el epitelio escamoso. Sin 
embargo, al analizar el destino de los viriones marcados con fluorescencia dos horas 
después de la exposición al virus, se observó que el VIH-1 R5-trópico se unía muy 
eficientemente a las células T CD4+ intraepiteliales, seguido de fusión e infección 
productiva.69 Por lo tanto, las células T infectadas deben salir rápidamente del epitelio, y las 
que se encuentran en el estroma pueden ser de la misma progenie de las células T 
intraepiteliales. 
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1.1.4 Invasión del VIH en el tracto genital masculino 
De los casi 15 millones de hombres VIH+, se estima que un 70-75% se infectaron por 
VIH-1 a través del coito vaginal, por lo que el tracto genital masculino es el segundo sitio 
principal para la invasión del VIH después de la mucosa cérvico-vaginal. Las células diana 
del VIH-1 son abundantes en el prepucio, e incluyen células de Langerhans CD1a+ y 
linfocitos T CD4+ en el revestimiento escamoso, así como células T, macrófagos y células 
dendríticas en el estroma subyacente.73-76 Fracciones variables de estas células expresan 
CD4, CCR5 y CXCR4.74-75 Como en la vagina, las células de Langerhans no expresan DC-
SIGN, mientras que al menos algunas células dendríticas del estroma sí lo expresan.74 Por lo 
tanto, los mecanismos descritos para la infección del tracto genital femenino, son similares 
en el caso del tracto genital masculino. 
Debido al efecto protector que presenta la circuncisión, ésta demuestra que el 
prepucio es particularmente vulnerable a la infección por el VIH.77-79 El prepucio está 
formado por un epitelio escamoso estratificado y presenta una mayor queratinización en la 
parte externa que en la interna, debido a esto, la parte interna del prepucio es más 
susceptible a la infección por VIH (Figura 4).74-75 A pesar del efecto protector que presenta 
la circuncisión frente a la infección por VIH, existen otras vías de entrada en sujetos a los 
que se les ha aplicado la circuncisión. El glande del pene tiene un epitelio escamoso 
queratinizado similar a la parte externa del prepucio, por lo que es improbable que por esta 
vía se produzca la infección. Por el contrario, la uretra del pene es mejor candidato para la 
infección, ya que está compuesta por un fino epitelio columnar estratificado no 
queratinizado, además de contar con un elevado número de células T CD4+ y CD8+, así 
como macrófagos, dentro del epitelio y la lámina propia. Un dato interesante es la ausencia 
de células dendríticas en la mucosa de la uretra.80 La presencia de ARNm de CXCR4 y CCR5 
en muestras de uretra indica la presencia de ambos correceptores,81 de hecho, se ha llevado 
a cabo la infección en macacos con SIV a través de la uretra.82 La presencia de VIH en el 
eyaculado de hombres VIH+ vasectomizados,83 así como en el fluido preeyaculatorio,84 
sugiere la existencia de otra fuente de virus, situando a la uretra como un lugar donde 
albergaría un número importante de células susceptibles de ser infectadas por el VIH. Estos 
datos sugieren que las células T CD4+ y los macrófagos de la uretra masculina son una 
puerta para el VIH, aunque los pasos específicos que sigue el virus en la infección de la 
uretra aún se desconocen.39 
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Además de los epitelios vaginal y cervical, el epitelio del recto representa la vía 
predominante de transmisión del VIH durante las relaciones sexuales. A nivel mundial, los 
hombres que tienen sexo con hombres son el grupo de población con mayor riesgo de 
contraer el VIH, incluidos los países en desarrollo. En 2009, los hombres que tenían sexo con 
hombres representaban cerca del 60% de todas las nuevas infecciones por el VIH en los 
Estados Unidos y el 40% en Canadá. Sin embargo, existe poca información sobre las 
prácticas sexuales anales de las personas heterosexuales y su papel en la propagación del 
VIH en el África subsahariana.37 La relativa facilidad mediante la cual se transmite el VIH 
por vía rectal85-86 hace de ésta una importante, aunque relativamente descuidada ruta para 
orientar las estrategias de prevención.87-88 La mucosa gastrointestinal es un órgano linfoide 
secundario que contiene la mayor parte de la población de linfocitos T CD4+ del 
organismo,37 y por tanto, probablemente representa el mayor reservorio de VIH y el mayor 
lugar para la replicación viral en comparación con otras partes del cuerpo. Estos tejidos se 
encuentran densamente poblados con células dendríticas, macrófagos y células T que 
expresan CD4, CCR5 y, en menor medida, CXCR4.29,63 A diferencia de la vagina, el canal 
rectal tiene sólo una única capa de epitelio columnar rico en células linfoides activadas.89 
Por lo tanto, cualquier interrupción en la integridad epitelial permite el acceso directo del 
VIH a una fuente rica de células diana, lo que permite el establecimiento de la infección en 
los sitios de la mucosa.63 Después de la infección inicial, la replicación viral va seguida por la 
diseminación del virus a los ganglios linfáticos cercanos, momento en el que se establece la 
infección sistémica. Los estudios en modelos animales sugieren que la infección inicial 
puede ocurrir tras una hora de exposición y la difusión puede ocurrir dentro de las primeras 
24 horas.90  
1.2 Nanomedicina y VIH 
La nanotecnología es una disciplina de la ciencia y la tecnología que está avanzando en 
muchas áreas de la medicina. Se trata de la comprensión, diseño, ingeniería y fabricación de 
materiales a nivel atómico y molecular (1 a 10 nm).10,91 Debido al tamaño de los 
nanomateriales, estos pueden emplearse en el desarrollo de moléculas biológicas y sistemas 
con aplicaciones en la medicina, por ello, la aplicación de la nanotecnología en la medicina 
se conoce con el nombre de nanomedicina. Consiste por tanto en el desarrollo de 
materiales a escala nanoscópica que tengan una finalidad preventiva, terapéutica o de 
diagnóstico.92 Ha sido en las últimas décadas cuando se han dado importantes avances en el 
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campo de la nanomedicina, particularmente en el diagnóstico y tratamiento del cáncer.93-97 
De la misma manera, las aplicaciones de la nanotecnología para la prevención y tratamiento 
del VIH/sida han ido ganando terreno.10,98-99 Existen enfoques novedosos en los que la 
nanotecnología puede mejorar el tratamiento actual, así como avanzar en nuevas 
estrategias terapéuticas, como la terapia génica y la inmunoterapia. Por otra parte, algunos 
nanomateriales tienen efectos terapéuticos por sí mismos.100-102 La nanotecnología también 
puede jugar un papel importante en las estrategias de prevención para el desarrollo de 
vacunas y microbicidas.99,102-105 De tal forma que el desarrollo de nanomateriales 
biocompatibles se ha convertido en un objetivo importante en las compañías dedicadas a la 
biotecnología (Figura 5).  
El uso de la nanotecnología para crear plataformas a través de las cuales se consiga la 
liberación de medicamentos está revolucionando la medicina en el tratamiento del 
VIH/sida.106 Las plataformas basadas en la nanotecnología para la administración sistémica 
de fármacos antirretrovirales podría tener ventajas similares a las que ya se han observado 
en estudios para el tratamiento del cáncer.97,107-108 Controlando los sistemas de liberación 
se puede reducir la toxicidad asociada al fármaco, proteger éste del metabolismo celular y 
dirigirlo eficientemente hasta las células, tejidos o compartimentos específicos, así como 
mejorar la vida media de los fármacos, manteniéndolos en la circulación en concentraciones 
terapéuticas por períodos más largos de tiempo.10,109-111 Esto podría tener implicaciones 
muy importantes en la mejora de la adherencia a los medicamentos y disminuir o evitar el 
desarrollo de resistencias.  
Los sistemas de liberación de fármacos a escala nanométrica, debido a su pequeño 
tamaño también ayudan a mejorar y modular la distribución de medicamentos hidrofóbicos 
e hidrofílicos hacia, y dentro de los diferentes tejidos. Esta particular característica de los 
sistemas de liberación nanométricos los hace más prometedores para su uso en el 
tratamiento clínico y la prevención del VIH.10 En concreto, la liberación selectiva de 
fármacos antirretrovirales en las células T CD4+ y los macrófagos, así como en el cerebro y 
otros órganos, podría asegurar que los medicamentos lleguen a los reservorios latentes.112-
113 Por otra parte, mediante el control de la liberación de estos sistemas, los fármacos 
podrían ser liberados durante más tiempo y en concentración más efectiva a los objetivos 
específicos. El uso de la nanotecnología para la liberación de fármacos antirretrovirales se 
ha descrito en varios trabajos.98,114-115  
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Figura 5. Nanomateriales utilizados en medicina. Diversos nanomateriales están siendo utilizados en 
ensayos clínicos, o han sido aprobados por la Agencia de Fármacos y Alimentos de EEUU (FDA) para su uso en 
humanos; otros se encuentran en fase de prueba de concepto en los laboratorios de investigación. Liposomas 
que contienen moléculas anfifílicas, que contienen grupos hidrofílicos e hidrofóbicos que se acoplan en 
disolución. Nanopolímeros esféricos llamados dendrímeros que contienen grupos funcionales en la periferia. 
Nanopartículas de oro normalmente recubiertas por fármacos, oligonucleótidos o proteínas. Puntos cuánticos, 
estructuras semiconductoras de gran aplicación en contraste de imágenes. Fullerenos, macromoléculas de 
carbono individuales, con estructuras cerradas formadas por varias decenas de átomos de carbono 
únicamente. Nanotubos de carbono, formados únicamente por uniones carbono-carbono.116 
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Se exponen varios ejemplos del uso de estos sistemas en la Figura 6. Ya en 1996 Phillips 
y Tsoukas publicaron la encapsulación de AZT en un vehículo liposomal, evitando así la 
toxicidad hematopoyética en ratones y aumentando la actividad del fármaco frente al virus 
de la leucemia murina LP-BM5.117 Se han desarrollado diferentes vehículos de transporte 
para reducir la toxicidad y mejorar la biodisponibilidad de los fármacos.118 Un ejemplo de la 
liberación controlada de un fármaco por el pH se obtuvo por formación de un complejo 
lipídico con indinavir y tenofovir.119 En terapia génica, el desarrollo de vectores no virales 
como los polímeros catiónicos o dendrímeros está en continua evolución, ya que 
determinados polímeros pueden condensar el ADN o el ARN de forma efectiva para así 
utilizarse como sistemas de transporte de ADN o ARN.120-125 
 
Figura 6. Representación esquemática de las distintas plataformas que pueden utilizarse para la 
prevención y tratamiento del VIH/SIDA10 
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Por lo tanto se están investigando nuevas aproximaciones basadas en la 
nanotecnología para el tratamiento o la prevención del VIH/sida. Estos son algunos 
ejemplos de las diferentes aproximaciones: terapia antirretroviral (indinavir, ritonavir, 
saquinavir...),126-128 nanomateriales (fullereno, dendrímeros, nanopartículas de plata…),129-
134 terapia génica mediante el uso de ARNi (proteínas de fusión a péptidos, dendrímeros, 
nanotubos de carbono, proteínas de fusión anticuerpo-protamina, conjugados anticuerpo-
péptido…),135-138 (proteína p24gag, plásmidos de ADN…).139-140 
1.2.1 Dendrímeros y VIH 
Los dendrímeros son nanoestructuras ramificadas con una serie de características 
estructurales y topológicas únicas.98 El término dendrímero procede del término griego 
dendron, que significa árbol o rama, y mero, que significa segmento.141 Son moléculas de 
pequeño tamaño (normalmente inferior a 100 nm), con una estrecha distribución del peso 
molecular, y relativa facilidad de incorporación de ligandos, que hace de ellos candidatos 
atractivos para la administración de fármacos. Los dendrímeros tienen mínima 
polidispersidad y alta funcionalidad. Se obtienen uniendo varias unidades monoméricas, 
pero a diferencia de los polímeros convencionales, tienen una arquitectura tridimensional 
muy ramificada. Los dendrímeros se caracterizan estructuralmente por la presencia de un 
núcleo polifuncional, una serie de capas interiores, y una superficie multivalente (Figura 
7).142  
 
Figura 7. Representación esquemática de un dendrímero de segunda generación. 
El núcleo polifuncional, rodeado de numerosas ramificaciones, tiene la capacidad de 
encapsular diferentes productos químicos. El núcleo aparece a su vez rodeado por varias 
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capas de unidades repetitivas altamente ramificadas, tales como poliéteres, porfirinas, 
poliamidoaminas y polifenilos y poliaminoácidos. Las propiedades del dendrímero vienen 
dadas por la superficie multivalente, que va a presentar distintos grupos funcionales que van 
a interactuar con el ambiente externo. Las propiedades fisicoquímicas de los dendrímeros 
pueden ser controladas durante la síntesis mediante el control de los grupos básicos, el 
grado de ramificación, y la naturaleza y/o número de grupos funcionales en la superficie.143 
La actividad antiviral de los dendrímeros se ha mostrado in vitro frente al virus de la 
gripe,144 virus respiratorio sincitial145 y el VIH.146 Estos dendrímeros principalmente actúan 
bloqueando la unión del virus a las células diana y por lo tanto actúan como inhibidores de 
la entrada en las etapas tempranas de la infección vírica, aunque también se han estudiado 
los mecanismos de acción secundarios en las etapas posteriores del ciclo de vida viral.142,147 
El mecanismo de inhibición depende de las características químicas de la superficie, así 
como del tamaño del dendrímero. Los dendrímeros con benceno dicarboxilato en la 
superficie inhiben la entrada del VIH en la célula por la unión a la cápside, por el contrario, 
los dendrímeros con naftaleno disulfonato entran en las células e inhiben la transcriptasa 
inversa y la actividad de la integrasa. Estos mecanismos de captación no han sido 
completamente aclarados y están siendo estudiados.148 
Los dendrímeros solubles en agua se pueden utilizar como vehículos eficaces de 
agentes antirretrovirales que pueden ser atrapados en la estructura del dendrímero. Los 
antirretrovirales o sus profármacos también pueden ser atrapados covalentemente en la 
superficie de los dendrímeros, ya sea solos o en combinación con otras moléculas. Por lo 
tanto, los sistemas dendriméricos multivalentes son muy interesantes en el campo de la 
terapia antiviral.98 Por ejemplo, se han utilizado dendrímeros para transfectar ARNi para 
reducir la infección del VIH in vitro. Dendrímeros carbosilano amino terminales se han 
utilizado para proteger y transferir ARNi a los linfocitos in vitro.122,137-138  
1.2.2 Microbicidas frente al VIH 
Como ya se ha mencionado anteriormente, debido a que las mujeres quedan excluidas 
de la toma de decisiones relacionadas con la sexualidad, o no reciben una educación sexual 
en profundidad, o bien tienen un acceso desigual a los métodos de prevención respecto a 
los hombres, las mujeres no comparten de la misma manera la responsabilidad de reducir 
los riesgos de la transmisión del VIH. Es por ello, por lo que en las últimas décadas entre 
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otras intervenciones terapéuticas preventivas se encuentran los microbicidas vaginales y/o 
rectales, que son capaces de reducir o eliminar el riesgo de la transmisión sexual del VIH-1. 
Los microbicidas, que supondrán un importante control del enfoque preventivo por parte 
de la mujer, también se basan en la disponibilidad de agentes que actúan como inhibidores 
eficaces de la infección por el VIH-1.149  
El descubrimiento y desarrollo de compuestos antivirales para su uso como 
microbicidas, presenta una serie de problemas debido a que estos agentes deben ser no 
tóxicos, seguros para el uso repetido, y altamente eficaces contra el VIH-1, y deseable que 
también fueran eficaces frente a una amplia variedad de otros patógenos de transmisión 
sexual. De la misma manera, deben de ser fáciles de usar, carecer de olor y color, baratos de 
fabricar y se debe minimizar el daño en las mucosas.  
1.2.2.1 Inhibidores de la transcriptasa inversa 
Los inhibidores de la transcriptasa inversa se unen a la transcriptasa inversa del VIH-1 y 
bloquean la conversión del ARN viral en ADN, deteniendo de esta manera la replicación 
viral. El tenofovir fue el primer fármaco antirretroviral que se mostró en modelos animales 
como prueba de concepto contra la transmisión sexual del VIH, tanto en la profilaxis 
anterior como posterior a la exposición al virus.150 Tomando como base diferentes estudios 
en animales el tenofovir se convirtió en el primer fármaco antirretroviral en ser evaluado 
como un microbicida vaginal en un ensayo clínico. En el ensayo de fase I HPTN 050 se usó 
un gel vaginal con tenofovir al 0,3 y 1% una o dos veces al día durante 14 días en mujeres 
infectadas y no infectadas por el VIH. El gel fue encontrado seguro y bien tolerado por los 
participantes en el ensayo clínico.151 Los resultados preliminares de un ensayo de seguridad 
en fase II en un grupo mayor (HPTN 059) del gel vaginal de tenofovir, llevado a cabo en la 
India y los EE.UU. entre 200 mujeres VIH negativas sexualmente activas, encontró que el gel 
era seguro cuando se aplicaba diariamente o antes de cada acto sexual sobre un periodo de 
6 meses.152 Posteriormente se llevó a cabo un ensayo de fase IIb que evaluó la seguridad y 
eficacia del gel de tenofovir usado antes y después del sexo vaginal. El estudio, que 
involucró a 889 mujeres de Sudáfrica, mostró que el gel de tenofovir reducía el riesgo de 
contraer VIH en un 39% en comparación con un placebo.153  
El ensayo clínico CAPRISA 004 proporcionó la primera prueba de concepto de que un 
microbicida podía ayudar a prevenir el VIH, un hallazgo que fue considerado un hito 
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importante en el campo de los microbicidas. Posteriormente, se puso en marcha el ensayo 
clínico CAPRISA 008 que pondrá a prueba la viabilidad y efectividad en la administración 
del gel de tenofovir en las clínicas de planificación familiar. 
Existe un inhibidor de la transcriptasa inversa no análogo de nucleósidos (ITINN), el 
TMC120 (dapivirina) con el que se ha procedido a pruebas preclínicas y clínicas como 
posible microbicida de uso tópico. El TMC120 ha sido el primer ITINN que ha mostrado 
tener un efecto in vivo como microbicida tópico. Mediante el uso de un modelo de ratón 
inmunodeficiente,154 se mostró que una formulación más viscosa del gel de TMC120 
proporcionaba un 70-80% de protección respecto a una formulación menos viscosa, que 
protegía al 100% de los ratones, inoculados con virus R5 ó X4. Esto podría deberse a que la 
formulación más viscosa del gel pudo no haberse distribuido de forma homogénea en la 
mucosa vaginal. El TMC120 se está probando en varios ensayos clínicos, entre ellos el 
ASPIRE, un ensayo de fase III, para ver la eficacia de un anillo vaginal que contiene 
dapivirina. Es el primer ensayo de fase III de un anillo vaginal para prevenir el VIH. El 
estudio, llevado a cabo por la Microbicide Trial Network (MTN) tiene intención de 
realizarse en varios lugares de África, a mediados/finales del 2012. Se han inscrito alrededor 
de 3.476 mujeres que serán asignadas de forma aleatorizada al brazo para insertar el anillo 
de dapivirina o al brazo para insertar el anillo de placebo, cada cuatro semanas al menos 
durante un año. 
Dentro de este grupo de microbicidas de uso tópico para la prevención de la 
transmisión del VIH, se incluyen los inhibidores del correceptor CCR5. CCR5 es el 
correceptor más importante para las cepas virales cuya diana son los macrófagos, que 
suelen predominar en las primeras etapas de la infección viral.155 Un antagonista del 
receptor CCR5 es el CMPD167, un compuesto basado en ciclopentano, formulado como gel 
vaginal de 5 mmol que proporciona protección en un 80% frente al SHIV en un modelo de 
macacos.156 El CMPD167 ha sido evaluado en combinación con dos péptidos que bloquean 
la interacción virus-célula, el BMS-378806 y el L-C52. El BMS-378806 se une la gp120 viral y 
previene la adhesión a los receptores CD4 y CCR5,157-158 mientras que L-C52 (una versión 
modificada de enfuvirtida) inhibe la unión virus-célula mediada por la gp41 viral.156 El uso 
de dos de estos agentes en combinación en un modelo de macacos protegió a 16 de los 20 
macacos de la infección por SHIV, y el uso de los tres inhibidores juntos protegió a todos los 
animales estudiados. No hubo evidencia de irritación genital o inflamación por el uso de 
estos tres compuestos.156  
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Un reto importante para considerar el uso de los inhibidores de CCR5 como 
microbicidas tópicos es su incapacidad para bloquear la entrada de virus con tropismo X4. 
Aunque esta última vía es menos importante en la transmisión sexual, no por ello deja de ser 
importante su estudio. Otro factor a tener en cuenta es la estrategia evasiva que el virus 
puede realizar al verse incapaz de infectar a las células vía correceptor CCR5, por lo que lo 
correcto sería la búsqueda de un microbicida que actuara sobre ambos correceptores 
celulares.  
Entre los candidatos a microbicidas en desarrollo clínico están maraviroc (MVC), una 
molécula pequeña que se une al correceptor CCR5 e impide la entrada del VIH-1 en las 
células. La prueba de concepto en el estudio de un modelo animal de macacos muestra que 
el MVC podría tener un potencial claro para proteger a las mujeres de la infección VIH-1 si 
se desarrolla como microbicida vaginal, ya que en un ensayo llevado a cabo con 7 macacos, 
sólo uno se infectó.159 
1.2.2.2 Surfactantes 
Los surfactantes fueron los primeros compuestos que se analizaron clínicamente para 
su utilización como microbicidas tópicos. Estos agentes rompen de manera no específica las 
membranas, ofreciendo propiedades anticonceptivas, así como un amplio rango de 
actividad frente a patógenos causantes de enfermedades de transmisión sexual (ETS).152 El 
primer microbicida vaginal estudiado fue el Nonoxinol-9 (N9),160-161 un agente surfactante 
aniónico desarrollado en 1960 como un espermicida con propiedades lubricantes, y 
posteriormente utilizado para recubrir los preservativos de látex. El N9 destruye la 
integridad de la bicapa lipídica, y por lo tanto tiene una acción virucida mediante el daño 
en la envuelta del virus.162 La actividad antiviral del N9 se mostró in vitro en 1985163 y en 
1995 in vivo en macacos y se observó una disminución de la transmisión del SIV.164 De tal 
forma que el N-9 pasó a ensayos clínicos.  
En un estudio llevado a cabo en Camerún en mujeres VIH negativas trabajadoras del 
sexo, no se encontraron diferencia en la tasa de infección por el VIH, aunque sí se observó 
una mayor incidencia de las úlceras vaginales, que se asoció con el uso del N-9.160 En el 
ensayo de seguridad de fase I en voluntarias sanas en Londres, se mostró que la 
administración regular del N-9 producía evidencias histológicas de inflamación vaginal, 
incluyendo el aumento de células T CD4+ y macrófagos.165 El ensayo clínico multicéntrico 
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en fase III controlado y randomizado del N-9 (COL 1492) llevado a cabo en el año 2002, 
mostró que el N-9 no tenía eficacia en la prevención de la transmisión del VIH.161 Además, 
la tasa de transmisión fue algo superior en el grupo de mujeres tratadas con N-9. Se 
concluyó que el incremento en el número de mujeres infectadas por el tratamiento con N-9 
podría estar relacionado con la toxicidad e irritación local vaginal observada en estudios 
anteriores.165 
Posteriormente, la compañía Byosin, desarrolló un nuevo surfactante, el C31G (Savvy), 
que mostró ser seguro in vitro y tener un amplio espectro de actividad frente a bacterias, el 
virus herpes simple-2 (VHS) y el VIH.166-169 El C31G fue analizado en tres ensayos 
independientes en Ghana y Nigeria,170-172 ensayos que fueron suspendidos ya que las tasas 
de infección en la población estudiada fueron mayores en el grupo tratado con el 
surfactante en comparación con el grupo placebo.173 
El tercer tipo de surfactante estudiado fue el laurilsulfato de sodio,174 que se formuló 
para actuar como un "preservativo invisible" que pudiera cubrir la pared vaginal como 
líquido a temperatura ambiente, y posteriormente se transformara en un gel a la 
temperatura corporal, pudiendo disminuir la transmisión del VIH-1 y las ETS. El estudio en 
fase II de seguridad fue positivo175 y están planeadas nuevas fases de desarrollo clínico del 
"preservativo invisible" como un posible microbicida para prevenir la transmisión sexual del 
VIH. 
1.2.2.3 Protectores de la flora vaginal  
El segundo abordaje para el desarrollo de microbicidas está basado en mantener, 
restaurar y aumentar los mecanismos de protección natural del interior de la vagina, 
manteniendo un pH ácido (entre 4 y 5,8) para proteger de la infección por el VIH.176-178 Sin 
embargo, una variedad de situaciones, incluyendo la presencia de semen o de la vaginosis 
bacteriana, neutraliza la acidez inicial de la vagina. Los compuestos microbicidas que se 
basan en este abordaje operan como agentes directos de acidificación o como 
potenciadores de la producción de lactobacilos.152 
Carbopol 974P (BufferGel) es un agente amortiguador que mantiene la acidez normal 
de la vagina en presencia del eyaculado. Varios estudios mostraron que el VIH se inactiva a 
pH entre 4 y 5,8. Se observó su efecto espermicida,179 y virucida en el VIH y el VHS.180 En 
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ensayos de fase I se mostró que Carbopol 974P fue inocuo y bien tolerado.181-182 En el 
ensayo realizado para analizar efectividad en mujeres, aunque se observó un 30% de 
disminución de la transmisión del VIH, los resultados no fueron estadísticamente 
significativos respecto al grupo placebo, y se concluyó  que Carbopol 974P no tenía efecto 
protector frente al VIH.183 
Una estrategia "probiótica" que se está desarrollando para proteger la flora biótica o 
vaginal, es el uso de los lactobacilos, ya que previamente se mostró una correlación entre la 
presencia de lactobacilos y la disminución de la replicación del VIH.184-185 La colonización 
de vaginas de macacos se logró de forma segura con Lactobacillus crispatus, y una 
investigación piloto con nueve mujeres mostró una tasa de colonización del 60%.186-187 Por 
tanto, parece interesante el desarrollo de “microbicidas vivos” que se unan al VIH evitando 
de esta manera la infección de las células. Un trabajo recientemente llevado a cabo en 
macacos mediante la infección con SHIV, ha mostrado una disminución del 63% de la 
transmisión del virus mediante el uso de Lactobacillus jensenii como microbicida.188 
1.2.2.4 Inhibidores de la entrada 
Los inhibidores de la entrada viral forman una cuarta clase de agentes microbicidas. 
Forman parte de este abordaje las secuencias que bloquean la unión del VIH-1 a las células 
huésped, la fusión de las membranas del virus y la célula, o la entrada del VIH-1 en las 
células huésped. 
El primer grupo de inhibidores de la entrada viral que fue investigado fueron los 
polímeros aniónicos.189 A través de su carga negativa, los polímeros aniónicos pueden 
interactuar con las proteínas del VIH e interferir con la unión del VIH a las células T 
CD4+.190-191 La proteína gp120 del VIH CXCR4 presenta mayor carga negativa, lo que hace 
a los virus con tropismo X4 particularmente vulnerables a estos compuestos. En 
contrapartida, esto no siempre es tan fiable en el caso de virus con tropismo R5. Por 
ejemplo, el dextran-sulfato reduce in vitro la inefectividad de virus X4 (VIH-1 HSBc2) en un 
77%, pero no en el caso de virus R5 (VIH-1 JRCSF).192 
El naftaleno sulfonato (PRO2000) es un polímero sulfonado con actividad in vitro 
contra el Chlamydia trachomatis, Neisseria gonorrhoeae, SIV, VIH-1 y VHS-2.193-194 Los 
ensayos clínicos en fase I llevados a cabo en Europa,195 EE.UU. y Sudáfrica196 mostraron que 
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el PRO2000 tenía buena tolerancia. Sin embargo, cuando se utilizaron concentraciones altas 
(4%), estas se asociaron con un mayor sangrado menstrual en comparación con el grupo 
placebo.197 La investigación clínica continuó con un ensayo clínico de seguridad y de 
eficacia en fase II/IIb en 3101 participantes (HPTN 035), y un ensayo clínico de eficacia en 
fase III (MPD-301). El ensayo clínico fase III HPTN 035 informó en febrero de 2009, que los 
resultados obtenidos para el PRO 2000 fueron del 30% de efectividad en comparación con 
el placebo, aunque no fue estadísticamente significativo, no pudiéndose demostrar que 
fuera efectivo para la prevención del VIH y parándose el estudio.183 
El carragenano (Carraguard/R515) es un polímero sulfatado procedente de un alga. 
Además de bloquear la transmisión del VIH-1 mediante la unión a la envuelta del VIH-1, se 
observó que evitaba la migración de células mononucleares infectadas por el VIH a través 
de epitelio vaginal a los ganglios linfáticos pélvicos en modelos de ratón.198 Tanto los 
ensayos de seguridad en fase I como los ensayos en fase II mostraron que Carraguard y 
formulaciones similares a éste eran seguros para su utilización en mujeres y hombres no VIH 
y en infectados por el VIH.199-203 El ensayo clínico en fase III con Carraguard y placebo que 
se realizó en 6202 mujeres VIH-negativas en Sudáfrica, mostró que aunque Carraguard fue 
seguro durante un período de 2 años, la tasa de infecciones nuevas por el VIH fueron 
similares en el grupo tratado con Carraguard y en el placebo.204 
El sulfato de celulosa es un compuesto que mostró actividad in vitro contra la Neisseria 
gonorrhoeae, Chlamydia trachomatis, Gardnerella vaginalis, VIH-1 y VPH.205-209 Este 
microbicida actúa uniéndose al loop V3 de la gp120 del VIH-1, e inhibe virus  con tropismo 
X4 y R5.210 El ensayo de seguridad en fase I que reclutó a 518 mujeres y 48 hombres mostró 
que el uso del gel de sulfato de celulosa era seguro.211-216 En el año 2007 se iniciaron dos 
ensayos clínicos en fase III en África e India comparando el gel de celulosa sulfato con el 
placebo. El ensayo se detuvo debido a una mayor tasa de infección en el grupo tratado con 
el gel.217-219 
Una nueva categoría de polímeros aniónicos son los dendrímeros. El primer 
dendrímero en ser formulado como un gel microbicida y aprobado para pasar a fase clínica 
III fue el SPL7013 (VivaGel®), siendo efectivo en un modelo de macacos infectados con 
SHIV y en otros dos modelos animales infectados con VHS-2,220-221 así como in vitro frente a 
VHS-1 y VHS-2.220,222-223 Se estudió la tolerancia masculina del SPL7013 en un ensayo de 
seguridad en fase I en Australia,224 y otro ensayo en fase I en mujeres jóvenes sexualmente 
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activas mostró la tolerancia y seguridad del uso del SPL7013.225 El SPL7013 es un 
dendrímero desarrollado por la compañía australiana Starpharma, cuyo componente activo 
es un dendrímero basado en lisina con 32 grupos ácido disulfónico naftaleno en su 
superficie.226 Las cargas de su superficie le permiten unirse a la proteína gp120 del VIH.224  
El SPL7013 muestra amplio espectro de actividad in vitro contra una amplia gama de 
cepas de VIH-1 y VIH-2, es activo contra el VIH-1 en cultivos de explantes, bloquea la 
infección por VIH-1 in vitro en presencia de suero y secreción cérvico-vaginal, y presenta 
actividad inhibitora frente al VIH-1 en el plasma seminal. SPL7013 no potencia la 
replicación del VIH-1 in vitro y muestra una baja toxicidad en líneas de células epiteliales 
del cuello uterino y colorrectal,227 además de inhibir la replicación en estos tipos celulares 
con cepas CCR5.228 El SPL7013 tiene una actividad inhibidora similar contra CXCR4 (virus 
X4) y CCR5 (virus R5) utilizando las cepas de VIH-1 en cultivos celulares mediante el 
bloqueo de la unión del virus y la entrada en la célula.223,229  
 
Tabla 1. Estado de los microbicidas en el pasado y en la actualidad 
El algoritmo empleado con el SPL7013 está siendo el ejemplo a seguir para el 
desarrollo como fórmula de aplicación tópica vaginal para impedir la infección del virus 
durante el acto sexual. Este dendrímero es actualmente el primero y el único tratamiento 
basado en dendrímeros que está autorizado para proceder con los ensayos clínicos por la 
FDA y la fase I de ensayos en humanos ya ha sido realizada con éxito.225 A raíz del ensayo en 
fase I se observó que el uso de VivaGel® durante 14 días producía un aumento de las 
citocinas genitales y subconjuntos de células T que se asociaron con los hallazgos clínicos de 
disfunción eréctil y con un mayor riesgo de infección por el VIH en las mujeres, aunque los 
Nombre Clase Estado Ref.
Tenofovir Inhibidor de la RT CAPRISA 008 [148-151]
Dapivirina (TMC120) Inhibidor de la RT Fase III [152]
CMPD167 Inhibidor de CCR5 Testado en macacos, no más publicaciones [153-156]
Maraviroc Inhibidor de CCR5 Testado en macacos, no más publicaciones [157]
Nonoxynol-9 (N9) Surfactante Fracaso en ensayos clínicos [158-163]
SAVVY Surfactante Fracaso en ensayos clínicos [164-171]
Laurilsulfonato de sodio Surfactante Fase II, no más publicaciones [172-173]
Carbopol 974P (BufferGel) Protector de la flora vaginal Fracaso en ensayos clínicos [177-181]
Lactobacilos Protector de la flora vaginal Testado en macacos, no más publicaciones [182-186]
PRO 2000 Polianión Fracaso en ensayos clínicos [191-195]
Carraguard Polianión Fracaso en ensayos clínicos [196-202]
Sulfato de celulosa Polianión Fracaso en ensayos clínicos [203-217]
SPL7013 (VivaGel®) Polianión Fase I, no más publicaciones [218-228]
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autores del trabajo explicaron que pudo deberse al aumento de ciertas citocinas durante el 
ciclo menstrual, por lo que la relación entre estas variaciones y su susceptibilidad frente al 
VIH no están del todo claro, y como los mismos autores explican, deben realizarse más 
ensayos, ya que en este solo se estudió el efecto sobre 54 mujeres sanas.230 
Por tanto, el posible desarrollo de un microbicida para su uso como profilaxis y así 
evitar la transmisión del VIH, es un campo de trabajo que se encuentra actualmente en 
pleno desarrollo. Por ello, en esta Memoria se plantea el uso de dendrímeros carbosilano 
aniónicos como futuribles para su desarrollo y uso como microbicidas vaginales. 
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2. OBJETIVOS 
A pesar de la eficacia de la TARGA y los resultados considerables en reducir el precio 
de los medicamentos en entornos de escasos recursos, la imparable propagación del VIH 
continúa abrumando todos los esfuerzos que se hagan para contenerla. Es por ello, por lo 
que el desarrollo de microbicidas ha cobrado gran importancia, sobre todo en los países en 
vías de desarrollo donde son el único elemento disponible para poder luchar contra la 
infección.  
El objetivo principal de esta Memoria es evaluar y comparar las propiedades anti-VIH 
de distintos dendrímeros carbosilano aniónicos, y su posible desarrollo como un microbicida 
de uso tópico para evitar la transmisión del VIH. 
Los objetivos planteados en esta Memoria han sido los siguientes: 
1. Evaluar si la combinación de los dendrímeros carbosilano aniónicos carboxilados 
(2G-C16) y sulfonado (2G-S16) presentan mayor actividad anti-VIH en comparación con el 
uso de ambos dendrímeros por si solos, en un modelo de epitelio vaginal y en células 
mononucleares de sangre periférica (CMSP). 
 
2. Desarrollar nuevos dendrímeros uniendo complejos metálicos con el objetivo de 
potenciar la actividad anti-VIH. 
 
3. Evaluar la actividad anti-VIH de los nuevos dendrímeros desarrollados para su 
posible aplicación en modelos animales de infección por VIH-1, y el posible desarrollo de 
un microbicida. 
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3. MATERIAL Y MÉTODOS 
3.1 Células 
Células mononucleares de sangre periférica (CMSP): la sangre se obtuvo de buffy coats 
procedentes del Centro de Transfusiones de la Comunidad de Madrid. La sangre se diluyó 
en igual volumen de PBS y se procedió a su centrifugación en gradiente de densidad (Ficoll-
Hypaque®). Tras la centrifugación se recuperó el halo que contenía las CMSP y se procedió 
a dos ciclos de centrifugación-lavado con PBS estéril. Las CMSP resultantes se cultivaron en 
medio de cultivo RPMI 1640 (Biochrom KG Seromed) suplementado con 10% de suero de 
ternera fetal (STF) inactivado por calor, 1% de penicilina/estreptomicina, y 2 mM de L-
glutamina (ICN Pharmaceuticals, CostaMesa, CA, USA)  a 37°C en una atmósfera de 5% de 
CO2. Las CMSP se activaron con fitohemaglutinina (PHA) (Remel) a una concentración de 1 
µg/mL y se trataron con interleucina-2 (IL-2) (Bachem) a una concentración de 60 UI/mL 
durante 48 horas antes de la realización de experimentos.  
HEC-1A (ATCC HTB-112): línea celular endometrial humana, derivada de un 
adenocarcinoma humano de endometrio. Se cultivaron en medio de cultivo McCoy's 5A 
suplementado con 10% de STF inactivado por calor, 1% de penicilina/estreptomicina, y 2 
mM de L-glutamina a 37°C en una atmósfera de 5% de CO2. 
VK2/E6E7 (ATCC CRL-2616): línea celular de mucosa vaginal humana transducida con 
el vector viral LXSN-16E6E7. Se cultivaron en medio de cultivo Keratinocyte-SFM (Gibco®) 
con 0,1 ng/mL de factor de crecimiento epitelial (EGF), 0,05 mg/mL de pituitaria bovina 
(Sigma-Aldrich) y cloruro cálcico 0,4 mM a 37°C en una atmósfera de 5% de CO2. 
U87.CD4.CXCR4 y U87.CD4.CCR5: clones de la línea celular U-87MG. Se caracterizan 
porque presentan en su superficie el marcador CD4 y los correceptores CXCR4 y CCR5, 
respectivamente. Se obtuvieron a través del NIH AIDS Research and Reference Reagent 
Program. Se crecieron de forma rutinaria en medio de cultivo DMEN suplementado con 
10% de STF inactivado por calor, 1% de penicilina/estreptomicina, 2 mM de L-glutamina, 1 
µg/ml de puromicina (Sigma-Aldrich) y 300 µg/ml de Geneticina G418 (Invitrogen Life 
Technologies) a 37°C en una atmósfera de 5% de CO2.  
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HeLa: línea celular epitelial humana, procedente de un adenocarcinoma de cérvix. Se 
obtuvieron a través del NIH AIDS Research and Reference Reagent Program. Se crecieron 
de forma rutinaria en medio de cultivo “Dulbecco´s Modified Eagle Medium” (DMEN) 
(Biochrom KG Seromed) suplementado con 5% de STF inactivado por calor, 1% de 
penicilina/estreptomicina, y 2 mM de L-glutamina a 37°C en una atmósfera de 5% de CO2. 
TZM.bl: línea celular procedente de una línea HeLa. Expresa CD4, CXCR4 y CCR5 
además de la proteína Tat que expresa de manera inducible el gen de la luciferasa y genes 
reporteros de la β-galactosidasa. Se obtuvieron a través del NIH AIDS Research and 
Reference Reagent Program. Se crecieron de forma rutinaria en medio de cultivo DMEN 
suplementado con 5% de STF inactivado por calor, 1% de penicilina/estreptomicina, y 2 
mM de L-glutamina a 37°C en una atmósfera de 5% de CO2. 
MT-2: línea celular de leucemia de células T con ADN de HTLV-1 integrado. Se 
obtuvieron a través del NIH AIDS Research and Reference Reagent Program. Se crecieron 
de forma rutinaria en medio de cultivo RPMI 1640 suplementado con 10% de STF 
inactivado por calor, 1% de penicilina/estreptomicina, y 2 mM de L-glutamina a 37°C en 
una atmósfera de 5% de CO2. 
HEK293T/7: línea celular epitelial humana procedente de riñón. La línea celular 
293T/17 es un derivado de la línea celular 293T (293tsA1609neo). 293T es un derivado 
altamente transfectable de la línea celular 293 en el que se insertó el gen sensible a la 
temperatura de antígeno T de SV40. Esta línea celular se utiliza para obtener una línea 
capaz de producir altos títulos de retrovirus infeccioso. Debido a estas características se 
utilizó la línea 293T para la producción del aislado viral AD8 (NIH AIDS Research and 
Reference Reagent Program). Se crece de forma rutinaria en medio de cultivo DMEN 
suplementado con 5% de STF inactivado por calor, 1% de penicilina/estreptomicina, y 2 
mM de L-glutamina a 37°C en una atmósfera de 5% de CO2. 
GHOST: Las células GHOST, constituyen una línea celular derivada del osteosarcoma 
humano (HOS) que expresa en su superficie celular CD4 y varios receptores de quimiocinas 
(CCR5, CCR3, CXCR4). Se obtuvieron a través del NIH AIDS Research and Reference 
Reagent Program. Se crecieron de forma rutinaria en medio de cultivo DMEN 
suplementado con 10% de STF inactivado por calor, 1% de penicilina/estreptomicina y 2 
mM de L-glutamina a 37°C en una atmósfera de 5% de CO2.  
Nanotecnología y microbicidas: protección frente a la infección por VIH 
 
65 
3.2 Obtención de virus 
Crecimiento de aislados del VIH-1. Los aislados virales de laboratorio VIH-1NL4.3 
(aislado viral X4), VIH-1BaL (aislado viral R5) y VIH-1AD8 (aislado viral R5), se expandieron en 
la línea celular MT-2, en un cultivo primario de CMSP y en la línea celular 293T, 
respectivamente. Para la expansión del aislado X4 VIH-1NL4.3 se partió de un total de 3x10
6 
de células MT-2, que se centrifugaron y resuspendieron en un volumen de 100 µl de medio 
RPMI completo. Posteriormente se añadió la cepa viral VIH-1NL4.3 a una concentración 
infectiva de 200 ng de VIH/106 células y se mantuvieron las células a 37°C y 5% CO2 durante 
3 horas agitando el cultivo cada 15-30 minutos. Transcurrido este tiempo, se recogieron y se 
lavaron varias veces para retirar el exceso de virus y posteriormente se cultivaron en un 
único pocillo de una placa de 6 pocillos con 3 mL de medio. Transcurridas 72 horas se 
recogieron y se pasaron a una botella o “flask” de 75 cm2 al que se añadieron 20x106 células 
MT-2, resuspendidas en 10 mL de medio. Cada 72-96 horas se recogió la mitad del 
sobrenadante y se añadieron células nuevas para continuar la expansión. El sobrenadante 
del cultivo se repartió en alícuotas y se almacenó a -80°C para posteriormente cuantificar la 
producción de antígeno p24gag por ELISA.  
Para la expansión de la cepa viral R5 VIH-1BaL se utilizaron CMSP procedentes del 
banco de sangre de Madrid y de Albacete. Las CMSP se obtuvieron por centrifugación en 
gradiente de densidad con Ficoll-Hypaque®. Posteriormente se lavaron con PBS y 
finalmente se mantuvieron durante 48 horas en medio RPMI completo con IL-2 y 
estimuladas con PHA a 1 µg/mL. Para comenzar la expansión viral, se añadió la cepa viral 
VIH-1BaL a una concentración de 50 µg de VIH/10
6 células sobre un total de 50x106 de 
CMSP y se cultivaron a 37°C y 5% de CO2 durante 3 horas. Transcurrido este tiempo, se 
recogieron, se lavaron y se llevaron a un pocillo de una placa de 6 pocillos con 3 mL de 
medio RPMI completo. 72 horas después se recogió la mitad del sobrenadante de cultivo y 
se guardó una alícuota para la posterior cuantificación de antígeno p24gag, y a las células 
restantes se añadieron 50x106 CMSP previamente tratadas con PHA para activarlas e IL-2 
para mantener la viabilidad del cultivo. A los 7 días del comienzo de la expansión, se 
recogió el sobrenadante de cultivo, se dividió en alícuotas y se almacenó a -80°C. 
Posteriormente se cuantificó la producción de antígeno Para la expansión del aislado R5 
VIH-1AD8 se partió de cultivo confluente de células 293T. Se partió de 500 µL de buffer 
HeBS (HEPES-buffered saline solution) y de 15 µg de DNA, 50 µL de CaCl2 y H2O. Ambos se 
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incubaron por separado durante 5 minutos a temperatura ambiente. Posteriormente se 
mezclaron y se incubaron durante 30 minutos a 22-24ºC. Tras esta incubación se añadió la 
mezcla a la placa de células 293T y se cultivaron durante 12 horas a 37°C y 5% CO2. 
Posteriormente, se lavaron las células con PBS para eliminar los restos de plásmido que no 
hubiera entrado en las células, y se añadió medio de cultivo DMEN. A las 24 y 48 horas se 
recogió sobrenadante del cultivo para cuantificar la producción de antígeno p24gag por 
ELISA. 
3.3 Aislado viral de individuos VIH+ 
Los aislados virales de individuos VIH+ fueron cedidos por la Dra. Perez, del ISCIII de 
Madrid. Con el fin de obtener aislados primarios del VIH-1, se obtuvieron CMSP separadas 
por centrifugación en gradiente de densidad con Ficoll-Hypaque®, o muestras de plasma 
ultracentrifugadas se cocultivaron con CMSP de individuos seronegativos, estimuladas con 
PHA de acuerdo con el protocolo de VRL del Grupo de Ensayos Clínicos del SIDA (ACTG) 
(ACTG Virology Manual for HIV Laboratories 1993).231 La expansión viral se siguió mediante 
la formación de sincitios. Los sobrenadantes fueron retirados dos veces por semana y el 
antígeno p24gag se midió una vez por semana durante 4 semanas. Al día 7, 14, 21 y 28 los 
sobrenadantes se dividieron en alícuotas y se almacenaron a -80°C. Las células a partir del 
día 28 de cocultivo fueron crioconservadas. Las cepas virales se expandieron en CMSP 
estimuladas con PHA. Las células se resuspendieron en medio de cultivo con IL-2 y se 
cultivaron a 37ºC durante 14 días. Cada 3-4 días, se retiraron 100 µl para cuantificar el 
antígeno p24gag. Al día 4 y 11 la mitad del medio de cultivo fue reemplazado con medio 
nuevo con IL-2, y en el día 7 se retiró la mitad del sobrenadante y se añadieron 5x106 CMSP 
previamente estimuladas con PHA. A día 14 el sobrenadante se dividió en alícuotas en 
muestras de 1 mL y se almacenó a -80ºC. 
La caracterización biológica de las poblaciones virales se basó en el uso preferencial 
del correceptor mediante la infección de la línea celular humana de osteosarcoma GHOST, 
que expresa independientemente uno u otro correceptor CCR5 o CXCR4. Además, se 
determinó la formación o no de sincitios en la línea celular MT-2, y la TCID50/mL de cada 
virus se determinó por el método desarrollado por Japour et al.232 Se obtuvieron los 
siguientes aislados virales: VIH-1ES X-3016-2 (F1), VIH-1ES P-2392-3 (CRF02_AG) y VIH-1ES X-2457-2 
(BF), todos ellos virus R5-trópicos.233-235 
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3.4 Cuantificación del antígeno p24gag 
Tras realizar los “stocks” de los diferentes aislados virales se cuantificó la cantidad de 
virus utilizando un inmunoensayo o ELISA comercial (INNOTEST® HIV antigen mAb, 
Innogenetics N.V., Zwijndrecht, Belgium), siguiendo las instrucciones del fabricante. 
3.5 Ligandos polianiónicos y dendrímeros de 
estructura carbosilano aniónicos 
Los ligandos polianiónicos y los dendrímeros de estructura carbosilano aniónicos 
utilizados en esta Memoria fueron sintetizados por el grupo de Dendrímeros para 
Aplicaciones Biomédicas de la Universidad de Alcalá de Henares y su caracterización se 
llevó a cabo mediante técnicas de espectroscopía de RMN de 1H, 13C y 29Si, espectroscopía 
de masas y análisis elemental de C, H y N. Todos ellos son moléculas estables en solución 
acuosa. Los dendrímeros utilizados presentan una gran variedad de modificaciones tanto en 
su estructura química, como en los grupos periféricos con grupos carboxilato y grupos 
sulfonato; y en el núcleo, con núcleo de silicio o polifenólico. Entre los dendrímeros 
utilizados en esta memoria han sido el 2G-C16 y 2G-S16 (dendrímeros de segunda 
generación con grupos carboxilato y sulfonato respectivamente en la periferia)  (Figura 8). 
 
Figura 8.  Representación molecular de los dendrímeros carbosilano aniónicos con grupos carboxilato y 
sulfonato en la periferia. 2G-C16 <> C128H244N8Na16O32Si13 (Pm: 3140,29 g/mol); 2G-S16 <> 
C112H244N8Na16O48S16Si13 (Pm: 3712,78 g/mol) 
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El 2G-S16Cu8, 2G-C16Cu2, 2G-C16Cu4 y 2G-C16Cu6 (métalo-dendrímeros de 
segunda generación con grupos sulfonato o carboxilato unidos a complejos metálicos de 
cobre) (Figura 9);  
 
Figura 9. Representación de los métalo-dendrímeros carbosilano aniónicos con grupos carbosilato y 
sulfonato. 2G-S16Cu8 <> C112H276Cu8N8O64S16Si13 (Pm: 4145,92 g/mol); 2G-C16Cu2 <> 
C128H252Cu2N8Na12O36Si13 (Pm: 3247,48 g/mol); 2G-C16Cu4  <> C128H260Cu4N8Na12O40Si13 (Pm: 
3354,68 g/mol); 2G-C16Cu6 <> C128H268Cu6N8Na4O44Si13 (Pm: 3461,87 g/mol). 
El 2G-S32, 2G-C32 (dendrímeros carbosilano aniónicos de segunda generación con 
grupos carboxilato y sulfonato respectivamente en la periferia, sintetizados mediante una 
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síntesis tiol-eno), 2G-C24P y 2G-S24P (dendrímeros carbosilano aniónicos de segunda 
generación con grupos carboxilato y sulfonato respectivamente en la periferia y núcleo 
polifenólico) (Figura 10). El silicio central se corresponde con la generación cero, excepto 
en el caso de los dendrímeros con núcleo polifenólico (2G-C24P y 2G-S24P), donde la 
generación cero corresponde al polifenol y los tres silicios adyacentes.  
 
Figura 10. Representación de los dendrímeros carbosilano aniónicos  con grupos carbosilato y sulfonato 
en la periferia sintetizados con una reacción tiol-eno y con núcleo polifenólico respectivamente. 2G-S32 <> 
C144H300Na16O48S32Si32 (Pm: 4558,92 g/mol); 2G-C32 <> C128H236Na16O32S16Si13 (Pm: 3533,21 
g/mol); 2G-C24P <> C213H402N12Na24O51Si21 (Pm: 5084,18 g/mol); 2G-S24P <> 
C189H402N12Na24O75S24Si21 (Pm: 5954,36 g/mol) 
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Los siguientes silicios representan la generación 1, y así hasta la generación 2 que 
corresponde a los dendrímeros utilizados. Esto es independiente del número de grupos 
terminales que posea el dendrímero, ya que una segunda generación puede tener 16, 24 ó 
32 grupos terminales. Los ligandos polianiónicos fueron sintetizados por el método 
desarrollado por Liang et al.236 mediante una reacción tipo Michael.102 En esta Memoria se 
hace referencia a 4 familias de ligandos (Figura 11). El procedimiento de síntesis de los 
diferentes dendrímeros y sus precursores  se han inscrito en la Oficina Española de Patentes 
y Marcas.237-238 (número de solicitud: P201231187; referencia: ES1957.7; país: España). 
 
Figura 11. Ligandos polianiónicos. A | Representación molecular de los ligandos polianiónicos. B | 
Relación de las distintas familias de ligandos polianiónicos. La familia 2 está compuesta por los complejos 
metálicos unidos a 4 grupos sulfonados. La familia 3 y 4 están compuestas por los complejos metálicos unidos a 
2 y a 4 grupos carboxilados respectivamente.  
3.6 Reactivos 
Como controles de inhibición de la replicación del VIH-1 se utilizaron: dos inhibidores 
de la transcriptasa inversa análogos de nucleótido, el AZT o zidovudina (Retrovir, GSK) y el 
TDF o tenofovir (Gilead Sciences); un inhibidor de la transcriptasa inversa no análogo de 
nucleótido, el EFV o efavirenz  (Bristol-Myers Squibb); un inhibidor de la fusión del VIH-1 a 
las células dianas debido a su unión a la glicoproteína gp41 del VIH-1, el T-20 o Fuzeón 
(Genetech USA, Inc. And Trimeris, Inc.); un polisacárido complejo y ramificado formado por 
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numerosas moléculas de glucosa utilizado como control de no producir toxicidad celular en 
determinados ensayos, el Dextrano (Sigma-Aldrich); un inhibidor de la unión electroestática  
a la glicoproteína de la envuelta gp120 de la región V3 del VIH-1, el Suramin (Sigma-
Aldrich); un antagonista altamente específico al CXCR4 que bloquea las variantes virales T-
trópicas y dual-trópicas (R5/X4) las cuales necesitan del CXCR4 para poder entrar a las 
células, el AMD3100 o Biciclamo (Sigma-Aldrich)239; un compuesto no peptídico que 
interactúa con CCR5, es un derivado del amonio cuaternario llamado TAK-779240, un 
antagonista del correceptor CCR5 (también se puede utilizar en monoterapia), el maraviroc 
(MVC) o Celsentri® (Pfizer), . 
3.7 Estudio de toxicidad 
3.7.1 Ensayos de reducción de sales de tetrazolio 
Ensayo MTT (3-4,5-dimethylthiazol-2-yl)-2-5diphenyl tetrazolium bromide (Sigma-
Aldrich). Este método permite determinar aquellos daños celulares que se traducen en una 
disminución de la actividad mitocondrial de la célula. El ensayo colorimétrico MTT se basa 
en la capacidad que tienen las células viables de reducir el 3-(4-5dimethylthiazol-2-yl)-2,5-
diphenyl tetrazolium bromuro a cristales púrpuras de formazán; pudiéndose medir de esta 
manera la citotoxicidad de determinadas sustancias o moléculas. Se llevó a cabo un ensayo 
MTT para analizar la toxicidad de los ligandos polianiónicos en CMSP. Se incubaron las 
CMSP durante 24 horas con los ligandos a concentraciones de 0,5, 2 y 5 µM. Como control 
de viabilidad celular se utilizaron células no tratadas y células tratadas con Dextrano. Como 
control de muerte celular se utilizaron células tratadas con DMSO al 20%. 
Ensayo MTS (3-(4,5-dimethylthiazol-2-yl)-5-(3-carboxymethoxyphenyl)-2-(4-
sulfophenyl)-2H-tetrazolium) (Promega). Este método colorimétrico permite ver en células 
en viabilidad la citotoxicidad, proliferación y quimiosensibilidad. En presencia de fenasín 
metosulfato (PMS), se producen cristales púrpuras de formazán; pudiéndose medir de esta 
manera la citotoxicidad de determinadas sustancias o moléculas. 
Se estudió la viabilidad de los dendrímeros 2G-C16 y 2G-S16 en las líneas celulares 
U87.CD4.CXCR4 y U87.CD4.CCR5. Las líneas celulares se incubaron durante 24 y 48 horas 
con las concentraciones 1, 2, 5, 10, 15, 20, 50 y 100 µM de los dendrímeros 2G-C16 y 2G-
S16. Como control de viabilidad celular se utilizaron células sin tratar y células tratadas con 
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Dextrano (Sigma-Aldrich). Como control de muerte se utilizaron células tratadas con 
dimetil sulfóxido (DMSO) (Sigma-Aldrich) al 20%. 
En el momento del ensayo, el medio de cultivo se reemplazó por 100 µL de medio de 
cultivo nuevo y sobre éste se añadió 20 µL de una mezcla de los compuestos MTS y PMS 
estériles. Tras 1 hora de incubación, a 37°C y una atmósfera de 5% CO2, se realizó la 
medición en un lector de placas Synergy™ 4 (Biotek) a una longitud de onda de 490 nm. La 
viabilidad relativa (%) se calculó respecto al control sin tratar. 
3.7.2 Marcaje con 7AAD 
Por citometría de flujo se evaluó la presencia de células apoptóticas o necróticas en 
presencia de dendrímeros. Para la identificación de las células apoptóticas o necróticas se 
utilizó el anticuerpo 7AAD (Sigma). En todos los casos se incluyeron controles negativos y 
positivos de apoptosis, células sin tratar y tratadas con DMSO al 10%, respectivamente. Las 
células se seleccionaron respecto al tamaño (Forward Scatter) y complejidad (Side Scatter) 
de la población total, pudiéndose de este modo distinguir las células vivas de las muertas. 
Se compararon los porcentajes de 7AAD+ respecto a la población total y dentro de esta 
población la región identificada como viva por su tamaño y complejidad. 
Para el ensayo de toxicidad de los dendrímeros 2G-S16Cu8, 2G-C16Cu2, 2G-C16Cu4 y 
2G-C16Cu6 en CMSP se incubaron las células durante 24 y 48 horas con las concentraciones 
1, 2, 5, 10, 15, 20 y 50 µM de los dendrímeros. Como control de viabilidad celular se 
utilizaron células no tratadas y células tratadas con Dextrano. Como control de muerte 
celular se trataron con DMSO al 20%. En estos experimentos se incluyeron los dendrímeros 
2G-C16 y el 2G-S16 a concentración no tóxica de 10 µM, ya que en la periferia presentan 
los mismos grupos funcionales que los dendrímeros a estudiar. Tras la incubación de las 
células con los distintos compuestos durante 24 y 48 horas, se recogieron células y 
sobrenadante, se realizó el marcaje con 7AAD y se analizaron por citometría de flujo.  
3.7.3 Ensayo de liberación de lactato deshidrogenasa 
Se utilizó el kit CytoTox 96® Non-Radioactive Cytotoxicity Assay (Promega) para 
evaluar el daño en la superficie de la membrana celular debido a la presencia de los 
dendrímeros carbosilano. La lactato deshidrogenasa (LDH) es una enzima que se libera en el 
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citoplasma debido a la lisis celular. El ensayo de liberación de LDH, por lo tanto, es una 
medida de integridad de la membrana, que se basa en la oxidación de LDH a piruvato y la 
reducción de sales de tatrazoilo de formazán por el piruvato. 
Se dispensaron en placas de 96 pocillos de fondo redondo 1x105 células/pocillo en un 
volumen de 100 µL de medio de cultivo y se añadió el dendrímero en un volumen de 100 µL 
para obtener un volumen final de 200 µL. Las células se incubaron durante 24 horas y se 
procesaron según las instrucciones del fabricante para la obtención de la citotoxicidad. 
3.7.4 Ensayo de hemólisis 
Los hematíes se obtuvieron después de ser separados de las CMSP mediante gradiente 
de densidad (Ficoll-Hypaque®). Se diluyeron en PBS estéril hasta poder ser visualizados de 
forma individualizada. Después se resuspendieron en un volumen de 500 µL de PBS estéril y 
se cultivaron en placa de 24 pocillos (3x105 hematíes/pocillo). Como control positivo de lisis 
se utilizaron células tratadas con Tritón X-100 al 0,2%. Como control negativo se utilizaron 
las células tratadas con PBS. Los hematíes se incubaron con distintas concentraciones de 
dendrímero. Se evaluó la presencia de hemaglutinación, número de células y liberación de 
hemoglobina a la hora mediante la recogida de 100 µL de sobrenadante y medición de la 
absorbancia por espectrofotometría a una longitud de onda de 550 nm y 690 nm en un 
lector de placas Synergy™ 4. 
3.8 Evaluación de la toxicidad sobre la movilidad 
espermática 
Se realizó un ensayo de supervivencia espermática. Este ensayo es uno de los métodos 
de control de calidad más utilizados en los laboratorios de reproducción asistida.241-242 El 
ensayo de supervivencia espermática es accesible a la mayoría de los laboratorios de 
reproducción como método para la evaluación de toxicidad de los espermatozoides a 
diferentes elementos.242-244 Las muestras de semen fueron capacitadas por swim-up para 
realizar el test de Recuperación de Espermatozoides Móviles (REM). Se añadieron alícuotas 
de cada una de estas muestras a tubos con 1 mL de Sperm Prep (Medicult, Denmark) fresco 
para alcanzar una concentración final de espermatozoides móviles progresivos de 
5x106/mL. Se añadieron cantidades no tóxicas y previamente seleccionadas de cada 
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dendrímero a su tubo problema. Se analizó la toxicidad provocada o no por cada 
dendrímero y si ésta era dependiente de la concentración. El efecto se analizó frente al 
control, tubo con 5x106 de espermatozoides móviles progresivos pero sin dendrímero. 
Todos los tubos se prepararon por duplicado.  
Se analizó la movilidad progresiva espermática (%) y el índice de movilidad progresiva 
espermática (IMPE) a las 24 horas. El índice de movilidad progresiva espermática evalúa el 
efecto sobre la supervivencia espermática imputable al efecto del dendrímero. Un índice de 
movilidad progresiva espermática <0,75 se evalúa como efecto tóxico para el 
espermatozoide por parte del dendrímero analizado en la concentración estudiada. La 
movilidad espermática se evaluó con el sistema automatizado Sperm Class Analyzer® v5.0. 
3.9 Experimentos  
3.9.1 Infección celular 
Este apartado se ha dividido en tres con el objetivo de conocer el efecto de los 
diferentes dendrímeros y ligandos antes de que se produjera la infección por el VIH-1 de las 
distintas líneas celulares (experimentos de pre-tratamiento), después de la infección de las 
mismas (post-tratamiento) y para analizar la internalización del VIH-1 en la célula.  
3.9.1.1 Experimentos de pre-tratamiento  
Estos experimentos se llevaron a cabo en las CMSP y las líneas celulares HEC-1A y 
VK2/E6E7. Primero se trataron las CMSP, las HEC-1A y VK2/E6E7 con los dendrímeros o 
ligandos a las concentraciones previamente seleccionadas. El tiempo de pre-tratamiento 
fue de 1 ó 2 horas dependiendo del compuesto utilizado y del experimento (en los pies de 
figura de cada experimento se especifican tanto las concentración como los tiempos 
utilizados). Posteriormente, se infectaron las células con los distintos aislados del VIH-1 a 
concentración determinadas para cada tipo celular, durante un tiempo de entre 2-3 horas. 
Tras ese tiempo se lavaron las células 3 veces con PBS estéril y se dejaron en el medio de 
cultivo. Dependiendo del experimento, se recogió el sobrenadante de los cultivos celulares 
a 24, 48 y/o 72 horas para posteriormente cuantificar la producción de antígeno p24gag por 
ELISA. 
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3.9.1.2 Experimentos de post-tratamiento  
Estos experimentos se realizaron en CMSP. Primero, se infectaron las células con los 
aislados del VIH-1 durante 2-3 horas. Posteriormente se lavaron 3 veces con PBS estéril, se 
dejaron en medio de cultivo y se trataron con los dendrímeros y ligandos a las 
concentraciones correspondientes para cada experimento (se especifica en los pies de 
figura). Tras 24, 48 y/o 72 horas se recogió el sobrenadante de los cultivos celulares y se 
cuantificó la producción de antígeno p24gag por ELISA. 
3.9.1.3 Experimentos de internalización del virus 
Estos experimentos se realizaron en las líneas celulares HEC-1A y VK2/E6E7, para lo 
cual, se cultivaron 2x105 células por pocillo en placas de 12 pocillos. Las líneas celulares 
HEC-1A y VK2/E6E7 se pre-trataron con los dendrímeros durante 1 hora. Posteriormente se 
infectaron con los aislados del VIH-1 durante 2 horas. Tras ese periodo de tiempo se lavaron 
las células con PBS estéril y se lisaron las células con Tritón™ X-100 al 0,2% durante 40 
minutos a 4°C. Finalmente, se cuantificó la producción de antígeno p24gag del lisado celular 
por ELISA. 
3.9.2 Inhibición de la transmisión viral a través de monocapa 
Para obtener una monocapa perfecta de células epiteliales HEC-1A y de VK2/E6E7 se 
cultivaron durante 7 días, con cambio de medio cada 48-72 horas. Se sembraron 2x105 
células en un depósito transwell (soporte de policarbonato permeable de 0,4 µm de poro 
(Costar, Cambridge, MA)) y se llevaron a cabo medidas de la resistencia eléctrica 
transepitelial (TER) a los días 1, 3, 7, 8 y 9 para la línea celular HEC-1A como seguimiento de 
la correcta formación y mantenimiento de la monocapa. Los dendrímeros se añadieron 1 
hora antes de la infección (día 7), que se llevó a cabo con los distintos aislados virales VIH-1 
a una concentración de 100 ng de VIH/106 células. Se recogió el sobrenadante de la cámara 
inferior a los 30, 60 y 120 minutos posteriores, así como a las 24 horas para llevarse a cabo la 
posterior cuantificación del antígeno p24gag por ELISA. 
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3.9.3 Inactivación del VIH-1 mediada por los dendrímeros 
Se utilizaron placa de 96 pocillos planos que se trataron con poli-L-lisina durante 1 
hora a 37°C. Posteriormente se lavaron las placas con PBS y se incubaron durante toda la 
noche a 4°C con 4 ng de X4 VIH-1NL4.3 y R5 VIH-1AD8 para asegurar que las partículas virales 
se pegaban al pocillo. Posteriormente cada pocillo se lavó con PBS para eliminar los restos 
de los aislados virales y se incubaron los dendrímeros durante 1 hora y se añadieron 2x105 
CMSP activadas a cada pocillo. Tras 72 horas, se recogió el sobrenadante del cultivo y se 
cuantificó la producción de antígeno p24gag por ELISA.  
3.9.4 Combinación con antivirales de gran actividad 
Se llevó a cabo el pre-tratamiento de la línea celular TZM.bl con las combinaciones de 
dendrímero 2G-S16 y un inhibidor de la fusión celular (MVC) y tres inhibidores de la 
transcriptasa inversa (EFV, TDF y AZT). Para ello se trataron las células durante 1 hora con 
los compuestos y posteriormente se infectaron las células con el aislado viral X4 VIH-1NL4.3 
en el caso de AZT, TDF y EFV y con el aislado R5 VIH-1AD8 en el caso de MVC. Tras 2 horas 
en contacto con el virus, se procedió a lavar las células con PBS estéril y se mantuvieron en 
cultivo durante 24 y 48 horas. Posteriormente, se lisaron las células y se midió la producción 
viral por luminiscencia en un lector de placas Synergy™ 4.. 
3.10 Citometría de flujo 
Se llevaron a cabo ensayos de citometría de flujo para determinar si los dendrímeros 
alteraban, dentro de las células mononucleares de sangre periférica, los niveles de 
expresión tanto de los receptores celulares CD4 y CD8, los correceptores CXCR4 y CCR5, así 
como el grado de activación que pudieran producir los dendrímeros sobre estas 
poblaciones. 
Para el estudio del efecto de los dendrímeros sobre los receptores y correceptores 
celulares se realizaron tinciones con: anti-CD4-FITC (linfocito T helper), anti-CD8-PC7 
(linfocito T citotóxico) (Beckman Coulter, CA.) para los receptores celulares, y CXCR4-APC 
(correceptor de quimiocinas tipo 4) (Biolegend) y CCR5-PE (correceptor de quimiocinas 
tipo 5) (R&D Systems) para los correceptores celulares. Para determinar el grado de 
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activación celular se realizaron tinciones con: anti-CD4-FITC, anti-CD8-PC7, anti-HLADR-
ECD (marcador de activación tardía), anti-CD69-PC5 (marcador de activación temprana) y 
anti-CD3-PE (marcador de superficie celular) (Beckman Coulter, CA.). El marcaje de las 
células se realizó tras un lavado con PBS y posterior incubación con los anticuerpos 
correspondientes durante 30 minutos a 4ºC. En todos los experimentos de citometría se 
incluyó un control negativo (no tratado) y un control isotípico de cada color además de los 
controles de compensación correspondientes a cada color. Todas las muestras se 
adquirieron por un citómetro Gallios™ de Beckman Coulter y el análisis de las poblaciones 
linfocitarias se realizó con el software de análisis Kaluza® Flow Analysis Software de 
Beckman Coulter. 
3.11 Determinación de la actividad bactericida de los 
dendrímeros 
La determinación de la Concentración Mínima Inhibitoria (CMI) es la base de la medida 
de la sensibilidad de una bacteria a un determinado antibiótico. La CMI se define como la 
menor concentración de antibiótico que provoca una inhibición de cualquier crecimiento 
bacteriano. Es el valor fundamental de referencia que permite establecer una escala de 
actividad del antibiótico frente a diferentes especies bacterianas. 
El método de difusión por disco (o método Kirby-Bauer), en función sobre todo de su 
comodidad, economía y fiabilidad, es uno de los más utilizados en los laboratorios de todo 
el mundo, y consiste en inocular sobre la superficie de una placa de agar el microorganismo 
en estudio, y sobre su superficie se disponen los discos correspondientes a varios 
antibióticos. Se incuban las placas durante 16-24 horas a 35ºC y al cabo de este tiempo se 
estudia el crecimiento en ellas. Se valora el diámetro de la zona de inhibición que se forma 
alrededor de cada disco y se compara con las referencias oportunas publicadas por el CLSI 
(Clinical Laboratory Standards Institute). Con esta referencia se puede informar si el 
microorganismo es Sensible, Intermedio o Resistente (S, I, R) a cada uno de los antibióticos 
ensayados en las placas. 
En este caso, donde el interés radica en valorar la capacidad bactericida de una nueva 
molécula (dendrímeros), lo que se ha realizado ha sido partiendo de distintas cepas de 
referencia con actividad conocida a distintos antimicrobianos ya comercializados, 
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someterlos a distintas concentraciones de los dos dendrímeros en estudio los cuales se 
inocularon directamente sobre discos de papel de filtro estériles que se colocaron en el 
medio de cultivo ya sembrado con los distintos microorganismos de referencia. La molécula 
en estudio difunde en el medio en forma radial alrededor de la placa de medio e inhibe el 
crecimiento del microorganismo en la zona donde su concentración es suficientemente alta. 
Las áreas de inhibición grandes, en caso de producirse, indica una actividad antimicrobiana 
más efectiva. 
Cepas analizadas: 
1. Escherichia coli  (infecciones intestinales y extraintestinales) ATCC: 25922: agar 
Mueller Hinton, Ref. 770305  
2. Proteus vulgari (infecciones urinarias) ATCC: 49132: agar Mueller Hinton, Ref. 
770305 
3. Klebsiella pneumoniae (infecciones del tracto urinario) ATCC: 700603: agar 
Mueller Hinton, Ref. 770305 
4. Enterococcus faecalis (infecciones de vejiga, próstata, epidídimo) ATCC: 29212: 
agar Mueller Hinton, Ref. 770305 
5. Lactobacillus (presentes en el tracto gastrointestinal y en la vagina): agar 
Sangre Columbia, Ref. 770418 
6. Gardnerella (produce vaginosis; rotura o lateración microflora vaginal): agar 
Sangre Columbia, Ref. 770418 
7. Neisseria gonorreae (ETS): agar Chocolate VCA3, Ref. 43611 
Discos de concentraciones estériles: Difco Lab. Ref. 677139 
3.12 Efecto de los dendrímeros sobre el epitelio 
vaginal de ratonas 
Se analizó el efecto de los dendrímeros en ratonas de la cepa CD-1a (Crl: CD-1(ICR)BR) 
(Charles river, France). Se hicieron frotis vaginales a las ratonas, se seleccionaron las que 
estaban en ciclo estro y se les inocularon 30 µL de cada uno de los dendrímeros en PBS 
estéril a concentraciones de 10 y 100 µM en las vaginas. A las 2 y 24 horas se sacrificaron las 
ratonas, se extrajeron las vaginas y se fijaron en formaldehido al 10%. Se utilizaron tres 
ratonas por condición. El estudio anatomopatológico lo realizó la empresa anaPath 
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(Granada, España) acreditada por la ISO 9001:2008. En las vaginas se valoraron las lesiones 
epiteliales considerando la existencia de hiperplasia o hiperqueratosis, ulceración y/o 
presencia de infiltrado inflamatorio en el epitelio. También se valoró la presencia de 
infiltrado de células inflamatorias, congestión vascular y edema presentes en la submucosa y 
tejido muscular bajo el epitelio. Los valores asignados fueron 0: sin lesiones; 1 lesión 
mínima; 2: lesión leve; 3: lesión moderada; 4: lesión intensa. Los procedimientos descritos 
fueron realizados acordes con la Directiva 2010/63/UE del Parlamento Europeo y el Real 
Decreto 1201/2005, y fueron aprobados por el comité de ética en experimentación animal 
del Hospital General Universitario Gregorio Marañón. 
3.13 Efecto del pH en la actividad de los 
dendrímeros 
Se estudió el efecto que distintos pH pudieran tener sobre los dendrímeros, con el 
objetivo de estudiar si la actividad anti-VIH de los dendrímeros se mantenía tras haber sido 
estos expuestos a concentraciones ácidas de pH. Para ello, se trataron los dendrímeros 
durante 1 hora a distintas concentraciones de pH. Posteriormente se trataron las células 
TZM.bl durante 1 hora con los correspondientes dendrímeros y se llevó a cabo la infección 
con el aislado viral X4 VIH-1NL4.3 durante 2 horas. Tras ese tiempo se lavaron las células con 
PBS estéril y se dejaron en medio de cultivo. Tras 24 y 48 horas se lisaron las células  y se 
cuantificó la infección mediante un lector de placas Synergy™ 4 (Biotek). 
3.14 Modelado computacional  
Los modelos por ordenador en 3D de las interacciones entre las estructuras de los 
dendrímero, la proteína gp120 del VIH-1 y CD4, fueron realizados en la Facultad de 
Ciencias de la J.E. Purkinje University utilizando el método descrito por Chonco et al.104 
Estos modelos en 3D de las estructuras de los dendrímeros se crearon usando un 
“constructor” de estructuras de dendrímeros, utilizando el software “Materials studio 
software package” de Accelrys Inc. Los residuos individuales de dendrímero se crearon 
utilizando la herramienta “Antechamber”, que es un componente del propio software.245 
Para el cálculo de las cargas parciales se utilizó el enfoque AM1-BCC.246-247 El campo de 
fuerza “Generalized Amber Force Field” (GAFF), que se utiliza comúnmente para las 
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simulaciones no estándar de Amber (las moléculas estándar en este caso son las proteínas y 
ácidos nucleícos), se eligió para las simulaciones de los dendrímeros.248 Los términos de las 
pérdidas de los enlaces/ángulo/torsión que contienen átomos de silicio se obtuvieron a 
partir de cálculos QM utilizando software “GAMESS”249-250 y la rutina “paramfit” 
desarrollado por Ross Walker.251 Estos parámetros del campo de fuerza se ajustaron para 
obtener las mismas energías relativas de los cálculos de mecánica molecular como fueron 
los obtenidos a partir de cálculos QM de los fragmentos de dendrímeros elegidos. Para los 
cálculos QM se utilizó el nivel de la teoría MP2/HF/6-31G. Los parámetros de Van der 
Waals para el Si se tomaron del campo de fuerza MM3.252 Para las simulaciones de CD4 y 
gp120 se utilizó la fuerza de campo ff99SB.149 Las estructuras de CD4 y gp120 se obtuvieron 
a partir de PDB: para asegurar los correctos estados iónicos de todos los grupos titulables, el 
1G9N se procesó utilizando el H++ (que se corresponden con el pH neutro) y así finalmente, 
añadir los átomos perdidos.253 En primer lugar se disolvieron en agua los componentes 
individuales (2G-S16, 2G-C16, 2G-S24P, 2G-C24P, CD4 y gp120) (modelo TIP3P) con el 
número adecuado de iones Na+ y Cl- para que se preservara la neutralidad del sistema y se 
garantizase la correcta resistencia iónica (0,15 M).254 Estos sistemas independientes se 
redujeron al mínimo (5000 pasos con 2 kcal/(mol Å2) + 5000 sin restricciones), se calentó 
(200 ps NVT) a 310 K y se equilibró (TNP 8 ns). A partir de estos componentes equilibrados 
se crearon las configuraciones iniciales 2G-C16/CD4, 2G-C16/gp120, 2G-S16/CD4 y 2G-
S16/gp120, 2G-S24P/CD4, 2G-S24P/gp120, 2G-C24P/CD4 y 2G-C24P/gp120, utilizando el 
software “UCSF Chimera”, que también se utilizó para la visualización final.255 Se siguieron 
los mismos pasos que en el caso de los componentes individuales para los complejos, 
llevándose a cabo un calentamiento, seguido por 15 ns NPT y, por 29 simulaciones NVT. Los 
hidrógenos se vieron limitados con el algoritmo “SHAKE” para permitir 2 lapsos de 
tiempo256 y se utilizó un termostato de Langevin, con frecuencia de colisión 2 PS-1 para 
todos los modelajes ejecutados.29 El tiempo de relajación de la presión del barostato de 
acoplamiento-débil fue de 2 ps. El método de particulas en malla de Ewald (PME) se utilizó 
para tratar las interacciones electrostáticas de largo alcance bajo condiciones periódicas 
con un corte de espacio directo de 10 Angstroms. El mismo punto de corte se utilizó para 
interacciones de Van der Waals. Para todas las simulaciones se utilizó el módulo 
“pmemd.cuda” del software “Amber11”. Los últimos 400 marcos (que abarcan el final de 4 
ns de simulación total) se utilizaron para los análisis energéticos mediante el uso de la 
metodología de los mecanismos moleculares/área de superficie de Poisson-Boltzmann 
(MM/PBSA) como implementación al software “Amber11” para obtener las estimaciones de 
energías libres de unión.30,257 El radio de la sonda utilizada para el cálculo del área de 
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superficie accesible al disolvente (SASA) fue de 1,4 A. Los parámetros a, b, para el cálculo de 
la contribución del disolvente no polar ΔGNP = a SASA + b, fueron a=0,00542 y b=-1,008. 
La constante dieléctrica del soluto se estableció en 1 y en el caso de disolvente a 80. En este 
estudio se utilizó un enfoque de trayectoria simple. La asfericidad se calculó como la 
relación del momento más grande y más pequeño de inercia. Se eligieron los valores 
promedio de 10 configuraciones equidistantes elegidos de los últimos 4 ns de simulación. 
3.15 Análisis estadístico 
El análisis estadístico realizado sobre los resultados incluye el cálculo de la media, 
desviación estándar (SD) y valores de p utilizando un test no paramétrico Mann-Whitney U. 
Aunque en las gráficas se muestran los valores normalizados al tanto por 100 respecto al 
control de cada experimento, la estadística se realizó sobre los valores puros. El análisis 
estadístico se llevó a cabo con el programa GraphPad Prism 5.0 (GraphPad Software, San 
Diego, CA). 
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4. RESULTADOS 
Los resultados se han dividido en cuatro secciones. En la primera sección se estudia el 
efecto de los dendrímeros de estructura carbosilano aniónicos 2G-C16 y 2G-S16, con el 
objetivo de investigar si la combinación del dendrímero 2G-S16104 con el 2G-C16 potencian 
el efecto de inhibición de la transmisión del VIH-1 y por tanto el efecto protectivo o 
microbicida. En la segunda sección, con el objetivo de desarrollar nuevos dendrímeros que 
lleven unidos en la periferia complejos metálicos que potencien su actividad antiviral se 
estudian cuatro familias de ligandos polianiónicos con núcleo de etilendiamina y sus 
complejos metálicos derivados. Estos compuestos podrían considerarse, en analogía a los 
dendrímeros, como complejos de “generación 0”, que permiten determinar el 
comportamiento de los dendrímeros y métalo-dendrímeros de generaciones mayores.258 En 
la tercera sección, con el objetivo de analizar si tienen una mayor inhibición frente al VIH-1 
se estudia el uso de dendrímeros carbosilano aniónicos con complejos metálicos de cobre 
en la periferia. En la cuarta y última sección, se aborda el estudio de la actividad antiviral de 
dos dendrímeros de núcleo polifenólico y grupos carboxilato o sulfonato en la periferia, y 
dos nuevos dendrímeros carbosilano aniónicos también con grupos carboxilato o sulfonato 
en la periferia, pero sintetizados con un nuevo método que permitiría una mejor traslación a 
la clínica. 
4.1 Efecto de los dendrímeros aniónicos 2G-C16 y 2G-
S16 en la inhibición de la transmisión del VIH-1 
El ciclo de replicación del VIH-1 tiene varios pasos que pueden ser dianas 
terapéuticas.257 Los compuestos polianiónicos interfieren en los primeros pasos del ciclo, en 
la unión y la fusión celular.190-191 En este proceso, la gp120 de la envoltura del VIH-1 
interactúa, a través de sus regiones V3 y V4, con los receptores CD4, CXCR4 y CCR5 
expresados en la superficie de la célula huésped. Los compuestos polianiónicos bloquean 
esta unión inhibiendo la unión del VIH-1 a las células y la entrada del VIH-1, y la formación 
de sincitios.258 Estos primeros pasos del ciclo viral son puntos clave de tratamiento para 
algunos complejos metálicos o compuestos orgánicos que contienen metales.257 Debido a la 
experiencia previa del laboratorio con el dendrímero 2G-S16104,259 y en el efecto de los 
anti-retrovirales en terapia combinada, se estudió si la combinación de dos dendrímeros 
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carbosilano aniónicos de segunda generación, uno con grupos periféricos sulfonato (2G-
S16) y otro con grupos periféricos carboxilato (2G-C16) podrían tener mayor efectividad 
como microbicida tópico frente a la infección por el VIH-1. Para ello se llevaron a cabo 
ensayos de toxicidad e inhibición de la replicación del VIH-1 con los dendrímeros 
carbosilano aniónicos 2G-S16 y 2G-C16 en la línea celular HEC-1A (como modelo para la 
primera barrera celular contra la infección por VIH-1 en el epitelio vaginal) y en las CMSP 
(diana principal del VIH-1, como modelo de segunda barrera celular contra la infección por 
el VIH-1). 
4.1.1 Estudio de toxicidad 
En primer lugar se estudiaron las concentraciones a las cuales los dos dendrímeros de 
segunda generación con núcleo de silicio con grupos carboxilato (2G-C16) y sulfonato (2G-
S16) no producían toxicidad en la línea celular HEC-1A de forma independiente y 
combinados por un ensayo MTS. En ambos casos no se observó toxicidad de los dendrímeros 
hasta la concentración de 100 µM, cuando se utilizaron de forma independiente o en 
combinación (Figura 12). 
 
Figura 12. Viabilidad de la línea celular HEC-1A utilizando el ensayo MTS.  A |Efecto por separado de los 
dendrímeros en la línea HEC-1A. Las células se trataron a las concentraciones de 0,1, 1, 10, 100 y 1000 µM de 
los dendrímeros, para ver el efecto de estos sobre la viabilidad celular. Ct, células sin tratar; DMSO (10%), 
control positivo de muerte celular; Dxt (Dextrano 10 µM), control negativo de muerte celular. B | Efecto de los 
dendrímeros en combinación en la línea HEC-1A. Las células fueron tratadas a las concentraciones 1, 2, 5, 10, 
15, 20  y 50 µM de la combinación de los dos dendrímeros para analizar el efecto de éstos sobre la viabilidad 
celular. La viabilidad fue medida a 24 horas. Ct, células sin tratar; DMSO (10%), control positivo de muerte 
celular; Dxt (Dextrano10 µM), control negativo de muerte celular. 
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En segundo lugar se estudió la toxicidad de los dos dendrímeros 2G-C16 y 2G-S16 en 
CMSP y eritrocitos utilizando los ensayos de MTT y LDH. En las CMSP los dendrímeros no 
fueron tóxicos hasta la concentración de 50 µM en el caso del 2G-C16 y de 20 µM para el 
2G-S16 (Figura 13A).  
 
Figura 13. Biocompatibilidad de los dendrímeros 2G-C16 y 2G-S16. A | Ensayo de toxicidad analizado 
por el método MTT y LDH en CMSP de los dendrímeros 2G-C16 y 2G-S16. Las células fueron tratadas a 
distintas concentraciones de los dendrímeros durante 24 horas. Las dosis utilizadas de los dendrímeros fueron 
1, 2, 5, 10, 15, 20 y 50 µM. B |Ensayo de liberación de hemoglobina en eritrocitos tratados durante 1 hora, 
utilizándose Tritón X-100 al 0,2% como control positivo. C |Ensayo linfoproliferativo analizado a los 4 días. Ct, 
células sin tratar; PHA a 2 µg/mL control positivo de proliferación.  
 Sin embargo, en los eritrocitos la concentración de 20 µM fue tóxica para ambos 
dendrímeros (Figura 13B). También se estudió si estos dendrímeros per se tenían algún 
efecto sobre la proliferación de las CMSP, y no se observó ningún efecto de los mismos 
sobre la proliferación celular a ninguna de las concentraciones utilizadas (Figura 13C). La 
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toxicidad de los dendrímeros 2G-C16 y 2G-S16 también se estudió en las líneas celulares 
U87.CD4.CCR5 y U87.CD4.CXCR4 porque la infección por el VIH-1 puede deberse a 
aislados virales R5, X4 o mixtos R5X4. No se observó toxicidad de los dendrímeros en ambas 
líneas celulares a ninguna de las concentraciones estudiadas (1 a 50 µM) (Figura 14). 
 
Figura 14. Viabilidad de las líneas celulares U87.CD4.CXCR4 y U87.CD4.CCR5 utilizando el ensayo MTS. 
Las células se trataron a distintas concentraciones de cada dendrímero por separado para analizar el efecto de 
esto sobre la viabilidad celular. La viabilidad fue mediada a las 24 horas. Las concentraciones utilizadas de los 
dendrímeros fueron 1, 2, 5, 10, 15, 20  y 50 µM. Ct, células sin tratar; DMSO (10%), control positivo de muerte 
celular; Dxt (Dextrano 10 µM), control negativo de muerte celular. 
4.1.2 Ensayos de inhibición del VIH-1 
En primer lugar se pre-trataron las HEC-1A con los dendrímeros 2G-C16 y 2G-S16 a 
distintos tiempos (0,5, 1 y 2 horas) y transcurridos esos tiempos se infectaron con el aislado 
X4 VIH-1NL4.3 (prevención o profilaxis). Los resultados mostraron que ambos dendrímeros 
producían inhibición de la infección por el VIH-1 en la línea celular HEC-1A. Aunque esta, 
sólo fue estadísticamente significativa cuando se pre-trataron las células durante 1 hora con 
el dendrímero 2G-S16. Como también se observó disminución de la infección por el VIH-1 
con el 2G-C16 a 1 hora de pre-tratamiento, se seleccionó el tiempo de 1 hora para el pre-
tratamiento con los dos dendrímeros en el diseño de los siguientes experimentos (Figura 
15A). El siguiente paso fue estudiar si los dendrímeros mostraban especificidad sobre virus 
X4 ó R5. En primer lugar se pre-trataron las líneas celulares HEC-1A y VK2/E6E7 con los 
dendrímeros a la concentración de 10 µM, y posteriormente se infectaron con los aislados 
virales X4 VIH-1NL4.3 y R5 VIH-1AD8. Los resultados muestran menor infección por el VIH-1 
en ambas líneas celulares comparados con el control (Figura 15B).  
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Figura 15. Pre-tratamiento con los dendrímeros 2G-C16 y 2G-S16.  A | Infección de la línea celular HEC-
1A con el aislado viral VIH-1NL4.3. Las células fueron tratadas en primer lugar con los dendrímeros a distintos 
tiempos (0,5, 1 ó 2 horas). A continuación se llevó a cabo la infección con el aislado viral X4 VIH-1NL.4.3 de las 
células HEC-1A a una concentración de 200 ng/1x106células. Tras 2 horas en contacto con el virus, se lavaron 
las células con PBS estéril. Tras 24 horas, se recogió sobrenadante y se cuantificó la producción de antígeno 
p24gag  por ELISA. B | Infección de las líneas celulares HEC-1A y VK2/E6E7 con los aislados virales X4 VIH-
1NL.4.3 y VIH-1AD8. Primero se trataron las células con los dendrímeros durante 1 hora a una concentración de 
10 µM. A continuación se llevó a cabo la infección de las células a una concentración de 100 ng/1x106células. 
Tras 2 horas en contacto con el virus, se lavaron las células. Tras 24 horas, se recogió sobrenadante y se 
cuantificó la producción del  antígeno p24gag por ELISA. Ct, control de células sin tratar; Sur (Suramin, 10 µM), 
control de inhibición. *p-valor≤ 0,05; **p-valor≤ 0,02; ***p-valor ≤0,01 respecto al control (Ct). 
La menor infección fue estadísticamente significativa con el pre-tratamiento con los 
dendrímeros en la línea VK2/E6E7 para ambos aislados virales, 2G-C16 (59% y 40% de 
inhibición para virus X4 y R5, respectivamente) y 2G-S16 (75% y 68% de inhibición para 
virus X4 y R5, respectivamente). Sin embargo, en la línea HEC-1A el pre-tratamiento solo 
con el dendrímero 2G-S16 disminuyó la infección por el VIH-1 de forma estadísticamente 
significativa para ambos aislados virales (47% y 44% de inhibición para virus X4 y R5, 
respectivamente), y con el dendrímero 2G-C16 aunque no fue significativo se consiguió una 
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disminución del 33% para ambos aislados virales. En resumen, el pre-tratamiento con el 
dendrímero 2G-S16 produjo una mayor inhibición de la infección por el VIH-1 en las líneas 
epiteliales sobre todo con el aislado viral X4, mientras que el pre-tratamiento con el 
dendrímero 2G-C16, no mostró preferencia en la disminución de la infección por el VIH-1 
con aislados X4 ó R5. 
Aunque se desconoce el mecanismo de entrada del VIH-1 en el epitelio del tracto 
genital femenino, se estudió el efecto de los dendrímeros sobre la entrada del VIH-1 en las 
líneas celulares epiteliales.30 Se pre-trataron las líneas celulares con los dendrímeros 2G-
C16 ó 2G-S16 durante 1 hora a la concentración de 10 µM. Tras ese tiempo, se dejaron las 
dos líneas celulares en contacto con los aislados virales X4 VIH-1NL4.3 y R5 VIH-1AD8 durante 
2 horas. Posteriormente se lisaron las células con Tritón™ X-100 al 0,2% durante 40 minutos 
a 4°C. Finalmente, se cuantificó la producción de antígeno p24gag del lisado celular por 
ELISA. Los resultados muestran efectos similares a los observados en el apartado anterior, ya 
que hubo un efecto mayor con el pre-tratamiento de las células VK2/E6E7 del dendrímero 
2G-S16 para el virus X4 con una inhibición estadísticamente significativa del 94% de la 
entrada del VIH-1, y del  53% en el caso de las células HEC-1A (Figura 16).  
 
Figura 16. Internalización del VIH-1 en las líneas HEC-1A y VK2/E6E7. Las células se trataron con los 
dendrímeros a la concentración de 10 µM para analizar sus efectos sobre la entrada viral. Tras 1 hora de 
tratamiento con  los dendrímeros, se pusieron en contacto las líneas celulares HEC-1A y VK2/E6E7 con los 
aislados virales X4 VIH-1NL.4.3 y VIH-1AD8 durante 2 horas, posteriormente se recogieron las células y se lisaron 
para cuantificar por ELISA la cantidad de antígeno p24gag internalizado en las células. Ct, control de células sin 
tratar; AMD (AMD3100, 100 µM) y MVC (Maraviroc, 10 µM) antagonistas de los correceptores CXCR4 y del 
CCR5 respectivamente. *p-valor≤0,05 respecto al control (Ct). 
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Lo mismo se observó con el aislado viral R5 (42% y 65% de inhibición de la entrada viral 
en VK2/E6E7 y HEC-1A, respectivamente) (Figura 16). Estos datos indican que ambos 
dendrímeros, el 2G-S16 y el 2G-C16 tienen capacidad de inhibición frente al VIH-1 en las 
células del epitelio genital femenino. 
4.1.3 Ensayos de inactivación viral mediada por los dendrímeros 2G-
C16 y 2G-S16 
Para determinar si el efecto inhibidor de los dendrímeros sobre el VIH-1 era a través 
del virus o componentes celulares, se realizó un ensayo de inactivación viral. En primer lugar 
se pegaron las partículas de X4 VIH-1NL4-3 y R5 VIH-1AD8 en plástico y se trataron durante 1 
hora con concentraciones seriadas de los dendrímeros. Posteriormente, se lavaron y se 
añadieron CMSP previamente activadas. Tras 3 días, se cuantificó en el sobrenadante de los 
cultivos con el X4 VIH-1NL4-3 y el R5 VIH-1AD8 la producción de antígeno p24
gag por ELISA. A 
la concentración de 10 µM se observó una inhibición entre el 97-99% del X4 VIH-1NL4-3 y R5 
VIH 1AD8 tratados con el dendrímero 2G-S16 (Figura 17).  
 
Figura 17. Inactivación del VIH-1 mediada por los dendrímeros 2G-C16 y 2G-S16 en CMSP. Se llevó a 
cabo el tratamiento de una placa de 96 pocillos planos con poli-L-lisina durante 1 hora a 37°C. Tras 3 lavados 
con PBS, 4 ng de los aislados virales X4 VIH-1NL4.3 y R5 VIH-1AD8 se incubaron durante toda la noche a 4°C, para 
asegurar que las partículas virales se pegaran al pocillo. Posteriormente cada pocillo se lavó para eliminar los 
restos virales y se incubaron los diferentes dendrímeros durante 1 hora. Se añadieron a cada pocillo 2x105 
CMSP activadas. Tras 72 horas, se recogió el sobrenadante del cultivo para llevar a cabo la cuantificación del 
antígeno p24gag por ELISA. Ct, control de células sin tratar; Trt (Tritón X-100 1%); Dxt (Dextrano 10 µM); T20 
(20 µM); Suramin (Sur 10 µM). *p-valor≤0,05; **p-valor≤0,02 respecto al control (Ct). 
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A la misma concentración de 10 µM pero con el dendrímero 2G-C16 se observó una 
inhibición del 88% para el aislado X4 VIH-1NL4-3 y del 69% para el aislado R5 VIH 1AD8. Estos 
datos indican que ambos dendrímeros, el 2G-S16 y el 2G-C16 presentan capacidad para 
inactivar ambos aislados virales. 
4.1.4 Ensayo de modelado computacional 
La mayor parte de las interacciones entre los compuestos polianiónicos y el VIH-1, 
implican una atracción electrostática entre la gp120 y grupos aniónicos de la periferia de 
los dendrímeros256. La hipótesis sobre el mecanismo de acción anti-VIH de 2G-S16 y 2G-
C16 se basó en su capacidad potencial para unirse a la gp120 del VIH-1 y/o al receptor CD4 
de las células, y en particular a los sitios de unión para gp120/CD4. Para comprobar esta 
hipótesis, se realizaron en agua simulaciones atomizadas de dinámica molecular de los 
complejos de 2G-S16/gp120 y 2G-S16/CD4; 2G-C16/gp120 y 2G-C16/CD4. En la gp120, 
un sitio interesante fue el bucle V3 de la región variable en su configuración activa que está 
relacionado con los correceptores, que es junto con la unión al receptor CD4 una etapa 
crucial de la unión del VIH-1 a la superficie celular. El segundo objetivo fue identificar el 
área de contacto gp120/CD4 (Figura 23).  
 
Figura 23. Complejo gp120/CD4. En la imagen de la izquierda se puede observar el receptor CD4 
representado en color morado y el bucle V3 de la región variable de la gp120 en color rojo. En la imagen de la 
derecha se representa el CD4 con su superficie molecular coloreada de acuerdo con el potencial 
electrostático (azul para valores positivos y rojo para valores negativos). 
gp120
CD4
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Hay un área catiónica adecuada (principalmente debido a la presencia de 2 argininas) 
para la interacción favorable con los dendrímeros aniónicos 2G-S16 y 2G-C16 (Figura 24). 
 
Figura 24. Detalles de la unión de los complejos más estables en cada caso (CD4, Gp120). 2G-S16/CD4 
(izquierda), 2G-S16/Gp120 (derecha). En rojo aparece coloreada el bucle V3 (área importante para la unión 
de los correceptores), en azul claro se muestran los puentes de hidrógeno y los enlaces de sal. La estructura 
visualizada es el resultado de 30 ns de simulaciones moleculares dinámicas en agua en presencia de iones Cl- y 
Na+ (0,15 M). 
En el ensayo computacional se pusieron ambos dendrímeros cerca de las áreas antes 
mencionadas y las consiguientes simulaciones moleculares dinámicas revelaron que tanto el 
dendrímero 2G-S16 como el 2G-C16 se podían unir a estas zonas (Figura 25), aunque el 
dendrímero 2G-C16, lo hacía de manera menos específica (Figura 25). 
 
Figura 25. Resultados de los análisis energéticos utilizando MM / método PBSA. Unión a CD4 (izquierda), 
y unión a gp120 (derecha). dG=dH-TdS, donde la dG es la energía libre de unión (en rojo), dH es la entalpia 
(naranja) y TdS la entropía (azul) (T es la temperatura y dS es el cambio en la entropía debido a la unión). Los 
valores más negativos de la dG significa que hay una mejor unión (interacción más favorable). 
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4.1.5 Ensayo de infectividad mediada por los dendrímeros 2G-C16 y 
2G-S16 
Se estudió si la pérdida de la infectividad del VIH-1 estaba inducida por alguno de los 
dendrímeros, debido a un bloqueo en la entrada del virus en las células. Con este objetivo se 
trataron los aislados virales R5 VIH-1BaL y  X4 VIH-1NL4.3 con los dendrímeros 2G-C16 y 2G-
S16 a la concentración de 10 µM durante 2 horas, y posteriormente se añadió la 
combinación de los aislados virales con los dendrímeros a las líneas celulares 
U87.CD4.CCR5 y U87.CD4.CXCR4, respectivamente.  
Las células se incubaron a 4°C ó a 37°C durante 2 horas, se lavaron y se lisaron las 
células con Tritón™ X-100 al 0,2% durante 40 minutos a 4°C. Se cuantificó la producción de 
antígeno p24gag por ELISA unido (4°C) ó internalizado (37°C) en las dos líneas celulares. El 
porcentaje de virus X4 VIH-1NL4.3 ó R5 VIH-1BaL unido a las células disminuyó en un 96% y 
81% respectivamente, cuando el virus se trató con el dendrímero 2G-C16, y en un 86% y 
60% cuando se trató con el 2G-S16 (Figura 26). Se observó disminución similar en la 
internalización de ambos aislados virales en ambas líneas celulares (Figura 26).  
 
Figura 26. Efecto de los dendrímeros 2G-C16 y 2G-S16 en la infectividad del VIH-1. Se incubó el virus 
con los dendrímeros durante 2 horas y la combinación se añadió a las células. Las células se incubaron a 37ºC 
(para ver internalización del virus en la célula) ó 4ºC (para ver unión del virus a la célula) durante 2 horas. 
Posteriormente se lavaron las células con PBS estéril y se lisaron para cuantificar el antígeno p24gag por ELISA. 
AMD (AMD3100, 100 µM) y MVC (Maraviroc, 10 µM), antagonistas de los correceptores CXCR4 y CCR5, 
respectivamente. *p-valor≤0,05; **p-valor≤0,02 respecto al control (VIH-R5 ó VIH-X4). 
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4.1.6 Estudio de los receptores y correceptores celulares en CMSP 
Se llevó a cabo el estudio de la expresión de los receptores celulares en CMSP en 
estado basal y en CMSP activadas previamente con PHA con el objetivo de analizar si la 
inhibición del VIH-1 obtenida en los estudios de pre-tratamiento podría ser debida a que 
los dendrímeros produjeran una menor expresión de receptores CD4 y CD8 celular. Los 
resultados sobre la expresión de los receptores celulares CD4 y CD8 mostraron que en 
ningún caso se veían alterados por la presencia de los dendrímeros 2G-C16 y 2G-S16 a la 
concentración de 10 µM en comparación con las células no tratadas o en estado basal y  con 
las previamente activadas con PHA (Figura 27). 
 
Figura 27. Efecto de los dendrímeros 2G-C16 y 2G-S16 sobre los receptores celulares CD4 y CD8 en 
CMSP. Se estudió el efecto que los dendrímeros a la concentración de 10 µM pudieran tener sobre CMSP en 
estado basal o activadas con PHA durante 24 horas. Para ello, se trataron las células con los dendrímeros a la 
concentración de 10 µM durante 24 horas. A continuación, se marcaron las células durante 30 minutos con 
anticuerpos anti-CD4 y anti-CD8 para los receptores celulares CD4 y CD8, y se cuantificó la cantidad de 
células positivas para cada uno de los receptores. Ct, control de células sin tratar. 
También se estudió si los dendrímeros disminuían la infección debido a que produjeran 
una bajada de expresión de los correceptores celulares CXCR4 y CCR5. Los experimentos se 
llevaron a cabo en CMSP en estado basal o activado durante 24 horas con PHA. Se muestran 
los resultados obtenidos con el correceptor CXCR4, ya que los resultados obtenidos por 
citometría de flujo para el correceptor CCR5 fueron nulos y en ningún caso se observó que 
los dendrímeros interfirieran en la expresión del mismo. Además, en ninguna de las 
poblaciones estudiadas (linfocitos totales, células T CD4+ y células T CD8+)  se mostraron 
diferencias  en la expresión de CXCR4 entre las células tratadas con los dendrímeros 2G-
C16 y 2G-S16 en comparación con las células sin tratar, tanto para las que no habían sido 
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estimuladas, como para aquellas que habían sido previamente estimuladas con PHA (Figura 
28). 
 
Figura  28. Efecto de los dendrímeros 2G-C16 y 2G-S16 sobre el correceptor CXCR4 en CMSP. Se 
estudió el efecto que los dendrímeros pudieran tener sobre CMSP en estado basal o activado con PHA durante 
24 horas. Para ello, se trataron las células con los dendrímeros a la concentración de 10 µM. Tras 24 horas, se 
llevó a cabo el marcaje durante 30 minutos con anti-CXCR4 para el correceptor CXCR4 y se midió la cantidad 
de células positivas para el correceptor. Ct, control de células sin tratar. 
4.1.7 Estudio de la activación celular en CMSP 
Se estudió la activación celular mediada por los dendrímeros 2G-C16 y 2G-S16 en 
CMSP no estimuladas o en estado basal, y en CMSP activadas previamente 24 horas con 
PHA. Se observó que no se producían variaciones de la activación de las CMSP ni cuando se 
utilizaron marcadores de activación temprana (HLADR+) ni cuando se utilizaron marcadores 
de activación tardía (CD69+) en presencia de los dendrímeros, tanto en CMSP en estado 
basal como en CMSP activadas previamente 24 horas con PHA (Figura 29). Se obtuvieron los 
mismos resultados en las poblaciones estudiadas (linfocitos totales, células T CD4+ y células 
T CD8+)  de CMSP sin activar o activadas con PHA (Figura 29). 
4.1.8 Evaluación de los dendrímeros en vaginas de ratonas CD-1a 
Con el objetivo de estudiar si los dendrímeros 2G-C16 y 2G-S16 producían alteraciones 
en la pared de la vagina, se llevó a cabo un estudio a nivel vaginal en ratonas CD-1a. Los 
resultados  mostraron hiperplasia del epitelio a 24 horas, siendo ésta moderada en dos casos 
(2G-C16 a 100 µM) (Figura 30 y tabla 4).  
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Figura 29. Efecto de los dendrímeros 2G-C16 y 2G-S16 en la activación de CMSP. Se estudió el efecto 
que los dendrímeros pudieran tener sobre la activación temprana y tardía de CMSP en estado basal o activado 
con PHA durante 24 horas. Para ello, se trataron las células con los dendrímeros a la concentración de 10 µM 
durante 24 horas. Posteriormente se llevó a cabo el marcaje durante 30 minutos con anticuerpos anti-CD4, 
anti-CD8, anti-CD3, anti-CD69 y anti-HLADR y se midió la cantidad de células positivas para el correceptor. 
Ct, control de células sin tratar. 
El aumento de grosor del epitelio de la mucosa observado a las 24 horas y con ambas 
concentraciones en el dendrímero 2G-C16 (Figura 30), junto con la formación de papilas 
que invaden la submucosa, podría ser el resultado de la acción de un compuesto externo 
que normalmente suele ser de tipo hormonal o un factor de crecimiento y no causado por el 
dendrímero. En este caso, se trataría de un proceso mayoritariamente mínimo o leve y que, 
en ningún caso, rompería la membrana basal que separa la mucosa de la submucosa y que 
no se acompaña de inflamación ni otros cambios en la pared vaginal. En todo caso, la 
hiperplasia del epitelio de la mucosa podría estar relacionada con una ligera acción del 
dendrímero, sobre todo si se tiene actividad hormonal o de factor de crecimiento aunque la 
intensidad de la lesión fue principalmente de tipo mínimo-leve. En el caso del dendrímero 
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2G-S16 (Figura 30) no se encontró ningún tipo de lesión en el epitelio vaginal a ninguna de 
las concentraciones utilizadas ni de los tiempos de desarrollo. 
 
Figura 30. Evaluación de los dendrímeros en vaginas de ratonas CD-1a. Se estudió el efecto de los 
dendrímeros carbosilano aniónicos en la vagina de ratones hembra CD-1a. Se utilizaron dos dosis de 
dendrímeros (10 y 100 µM) a dos tiempos (2 y 24 horas).  
 
Tabla 4. Valoración del daño tisular. Se valoró el infiltrado de células inflamatorias, la congestión 
vascular y el edema presentes en la submucosa y tejido muscular bajo el epitelio. Los valores asignados fueron 
0: sin lesiones; 1 lesión mínima; 2: leve; 3: moderada; 4: intensa. En la parte superior se pueden observar los 
valores dados al dendrímero 2G-C16, mientras que en la parte inferior los valores dados al dendrímero 2G-
S16. 
2G-C16
10 µM – 2 horas 10 µM – 24 horas 100 µM – 24 horas100 µM – 2 horas
2G-S16
Control 2h Control 24h
2G-C16 10µM 2h 2G-C16 100µM 2h 2G-C16 10µM 24h 2G-C16 100µM 24h Vehículo
Lesión epitelial (0-4) 0 0 1,67 ± 1,53 1 ± 1,73 0
Infiltrado inflamatorio (0-4) 0 0 0 0 0
Congestión vascular (0-4) 0 0 0 0 0
Edema (0-4) 0 0 0 0 0
Puntuación de irritación microscópica 0 0 1,7 1,0 0
Índice de irritación vaginal (0-16) 0 0 1,7 1,0 0
2G-S16 10µM 2h 2G-S16 100µM 2h 2G-S16 10µM 24h 2G-S16 100µM 24h Vehículo
Lesión epitelial (0-4) 0 0 0 0 0
Infiltrado inflamatorio (0-4) 0 0 0 0 0
Congestión vascular (0-4) 0 0 0 0 0
Edema (0-4) 0 0 0 0 0
Puntuación de irritación microscópica 0 0 0,0 0,0 0
Índice de irritación vaginal (0-16) 0 0 0,0 0,0 0
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4.1.9 Determinación de la actividad bactericida de los dendrímeros 
2G-C16 y 2G-S16 
Para el desarrollo de un microbicida de uso tópico, debe analizare la biocompatibilidad 
de los compuestos en la flora vaginal normal y ETS.260 En primer lugar se evaluó la toxicidad 
de los dendrímeros carbosilano aniónicos en la microbiota vaginal normal. Se midió la 
actividad antimicrobiana frente a Escherichia coli, Klebsiella pneumoniae, Enterococcus 
faecalis, Lactobacillus plantarum, Staphylococcus aureus, Pseudomonas aeruginosa y 
Candida albicans utilizando una prueba de microdilución en caldo de cultivo. No se observó 
actividad antimicrobiana contra los microorganismos indicados a las concentraciones 
ensayadas para cualquiera de los dendrímeros (10 y 50 µM) (Tabla 5). 
 
Tabla 5. Actividad bactericida de los dendrímeros 2G-S16 y 2G-C16. Se valoró la actividad 
antimicrobiana de ambos dendrímeros carbosilano aniónicos, no observándose actividad microbiana para 
ninguno de los dendrímeros utilizados. 
4.1.10 Evaluación de la toxicidad de 2G-C16 y 2G-S16 sobre la 
movilidad espermática 
Se llevó a cabo un ensayo de evaluación de la movilidad espermática tras el 
tratamiento con los dos dendrímeros por separado o en combinación para estudiar si éstos 
afectaban la calidad del eyaculado. Los resultados muestran que los dendrímeros por 
separado a concentraciones de 10 µM y 50 µM no afectan a la movilidad espermática 
(Figura 31). Los mismos resultados se observaron cuando se utilizó una combinación de 
ambos dendrímeros a las concentraciones de 10 µM y 20 µM (Figura 31). En conclusión la 
2G-S16 2G-C16
Escherichia coli ATCC 25922 3.717 mg/mL 3.717 mg/mL
Klebsiella pneumoniae  ATCC 700603 3.717 mg/mL 3.717 mg/mL
Enterococcus faecalis  ATCC 29212 3.717 mg/mL 3.717 mg/mL
Lactobacillus plantarum  ATCC 14917 3.717 mg/mL 3.717 mg/mL
Staphylococcus aureus  ATCC 29213 3.717 mg/mL 3.717 mg/mL
Pseudomonas aeruginosa  ATCC 28753 3.717 mg/mL 3.717 mg/mL
Candida Albicans  ATCC 10231 3.717 mg/mL 3.717 mg/mL
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viabilidad de las células del eyaculado no se vieron afectadas en presencia de los dos 
dendrímeros solos o en combinación. 
      Figura 31. Evaluación de la toxicidad sobre la movilidad espermática. A | Movilidad de los 
espermatozoides de controles sanos tras la administración in vitro de los dendrímeros 2G-C16 y 2G-S16. B | 
IMPE (índice de movilidad progresiva espermática). Ct, control de células sin tratar. 
4.1.11 Efecto de la combinación de ambos dendrímeros 2G-C16 y 2G-
S16 en la infección por VIH-1 
Se estudió si la combinación de ambos dendrímeros, 2G-C16+2G-S16, incrementarían 
el efecto antiviral del pre-tratamiento de las células HEC-1A en comparación con el pre-
tratamiento de las células con cada uno de los dendrímeros por separado. Para ello se llevó 
a cabo un pre-tratamiento de las HEC-1A con ambos dendrímeros por separado y en 
combinación. Posteriormente se llevó a cabo un ensayo para estudiar el efecto de los 
dendrímeros solos o en combinación sobre la entrada del VIH-1 en las HEC-1A. En el ensayo 
de pre-tratamiento cuando se infectaron las células con el aislado X4 VIH-1NL4.3 se observó 
un mayor efecto inhibidor cuando se utilizó la combinación de ambos dendrímeros a la 
concentración de 10 µM (69% de inhibición) en comparación con ambos dendrímeros por si 
solos (8% para el 2G-C16 y 43% para el 2G-S16) (Figura 18).  
No se observó lo mismo cuando se utilizó el aislado viral R5 VIH-1AD8, donde la 
inhibición cuando se utilizaron ambos dendrímeros en combinación fue del 26%, mientras 
que cuando sólo se utilizó el 2G-C16 fue del 46% o el 2G-S16 del 35%. En el caso del 
ensayo de inhibición de la entrada del VIH-1 en HEC-1A (Figura 18), se pudo observar un 
comportamiento similar al obtenido en el ensayo de pre-tratamiento. Utilizando el aislado 
X4 VIH-1NL4.3 se observó un 53% de inhibición tanto con la combinación de los dos 
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dendrímeros como cuando sólo se utilizó el dendrímero 2G-S16 por si solo, mientras que 
cuando sólo se utilizó el 2G-C16 se observó un 11% de inhibición. En el caso del aislado viral 
R5 VIH-1AD8 cuando se utilizaron los dendrímeros por separado se observó una disminución 
de la infección de un 46% y 65% para el 2G-C16 y el 2G-S16 respectivamente, la inhibición 
del efecto combinado de ambos dendrímeros fue del 38%.  
 
Figura 18. Efecto de la combinación de los dendrímeros 2G-C16 y 2G-S16 en la línea epitelial HEC-1A. A 
| Las células se trataron con los dendrímeros 2G-C16+2G-S16 a la concentración de 10 µM durante 1 hora. 
Posteriormente se infectaron con los aislados virales X4 VIH-1NL4.3 y R5 VIH-1AD8 a una concentración de 100 
ng de VIH/106 células durante 2 horas. Se lavaron las células con PBS estéril y se dejaron las células en su 
correspondiente medio de cultivo. A las 24 horas, se recogió el sobrenadante celular y se cuantificó el 
antígeno p24gag por ELISA. B | Las células se trataron con los dendrímeros 2G-C16+2G-S16 a concentración de 
20 µM durante 1 hora. Posteriormente se infectaron con los aislados virales X4 VIH-1NL4.3 y R5 VIH-1AD8 a 100 
ng de VIH/106 células durante 2 horas. Se lavaron las células con PBS estéril y se procedió a la lisis celular 
mediante Tritón x-100 0,2% durante 40 minutos a 37°C. Finalmente se cuantificó el antígeno p24gag del lisado 
celular por ELISA. Ct, control de células sin tratar; AMD (AMD3100, 100 µM) y MVC (Maraviroc, 10 µM) 
antagonistas de los correceptores CXCR4 y del CCR5, respectivamente. 
Para conocer el efecto que ambos dendrímeros pudieran tener en los experimentos de 
pre-tratamiento o post-tratamiento, se realizaron dos ensayos de infección por el VIH-1 en 
CMSP (Figura 19).  
En el primer experimento se pre-trataron las CMSP durante 1 hora con la combinación 
de los dos dendrímeros (2G-C16+2G-S16) antes de infectar con el VIH-1, y en el segundo 
experimento primero se infectaron las células con el VIH-1 y luego se trataron con la 
combinación (2G-C16+2G-S16) de ambos dendrímeros. En primer lugar se utilizaron 
distintas concentraciones de la combinación de los dos dendrímeros 2G-S16 y 2C-S16, y se 
seleccionó la que producía mayor inhibición y no era tóxica. Los resultados muestran que 
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todas las concentraciones utilizadas disminuían significativamente a valores casi 
indetectables la producción de antígeno p24gag por ELISA, siendo la combinación de las 
concentraciones de 10 µM de 2G-S16 y 20 µM de 2G-C16 la que mejor resultado tuvo al 
comparan los resultados obtenidos en el pre- y post-tratamiento de las CMSP con ambos 
dendrímeros (Figura 19). 
 
Figura 19. Efecto conjunto de los dendrímeros 2G-C16 y 2G-S16 en CMSP. Para estos ensayos se llevaron 
a cabo dos tipos de tratamientos (pre-tratamiento y post-tratamiento). Primero, se pre-trataron las CMSP a 
diferentes concentraciones de 2G-C16+2G-S16 durante 1 hora. Posteriormente se infectaron con el aislado 
viral X4 VIH-1NL4.3 a una concentración de 10 ng de VIH/10
6 células durante 2 horas. Se lavaron las CMSP con 
PBS estéril y se dejaron en su correspondiente medio de cultivo. En el caso del post-tratamiento, primero se 
infectaron las CMSP con el aislado viral X4 VIH-1NL4.3 a una concentración de 10 ng de VIH/10
6 células 
durante 2 horas. Posteriormente se lavaron las células con PBS estéril y se añadió medio de cultivo y los 
dendrímeros a las concentraciones correspondientes. A las 72 horas, se recogió el sobrenadante del cultivo 
celular y se cuantificó el antígeno p24gag por ELISA. Aunque no se muestra en la gráfica, todas las muestran 
resultaron estadísticamente significativas respecto al control de células sin tratar.  
Para conocer el efecto de la combinación de ambos dendrímeros en el epitelio vaginal, 
se estudió la combinación de distintas concentraciones de ambos dendrímeros (2G-
C16+2G-S16) cuando se infectaba la línea celular HEC-1A, con el objetivo de seleccionar la 
combinación de dendrímeros con un mayor efecto inhibitorio (Figura 20).  
Aunque no se encontraron diferencias significativas, hubo una tendencia hacía un 
mayor efecto inhibidor cuando se utilizaban concentraciones más altas del 2G-C16. A la 
concentración de 10 µM para ambos dendrímeros (la combinación que se había utilizado 
previamente) el efecto inhibidor fue del 42%. Sin embargo, cuando se utilizó la 
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concentración de 30 µM del 2G-C16 y 10 µM ó 20 µM del 2G-S16 el efecto inhibidor fue 
del 53% y 54%, respectivamente (Figura 15). Pero el efecto inhibidor mayor se observó con 
la concentración 20 µM del 2G-C16, más la concentración 15 µM del 2G-S16 (60% de 
inhibición) (Figura 20).  
 
Figura 20. Efecto conjunto de los dendrímeros 2G-C16 y 2G-S16 en el pre-tratamiento de HEC-1A. Se 
pre-trataron las HEC-1 con diferente concentraciones de 2G-C16+2G-S16 durante 1 hora. Posteriormente se 
infectaron con el aislado viral X4 VIH-1NL4.3 a una concentración de 100 ng de VIH/10
6 células durante 2 horas. 
Se lavaron las células con PBS estéril y se dejaron en su correspondiente medio de cultivo. A las 24 horas, se 
recogió el sobrenadante del cultivo celular y se cuantificó el antígeno p24gag por ELISA. 
4.1.12 Efecto de la combinación del dendrímero 2G-S16 con 
antivirales de gran actividad en la infección por VIH-1 
Debido a que el mayor efecto inhibidor venía dado por el 2G-S16, y a que la 
combinación de ambos dendrímeros no mejoraba significativamente el efecto inhibidor que 
ambos dendrímeros tenía por separado, se estudió si la combinación del dendrímero 2G-
S16 con diferentes antirretrovirales mejoraba la actividad inhibidora del VIH-1. Para ello, se 
llevó a cabo el pre-tratamiento de las TZM.bl con las distintas combinaciones de los 
antirretrovirales junto con el 2G-S16. Previamente, se realizó una curva de dosis-respuesta 
del 2G-S16 (Figura 21) para determinar las concentraciones mínimas a las que se podía 
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utilizar el dendrímero para la combinación con los antirretrovirales, siendo estas 
concentraciones la de 0,01, 0,05 y 0,1 µM.  
 
Figura 21. Curva dosis-respuesta del dendrímero 2G-S16. Se pre-trataron las TZM.bl con 
concentraciones crecientes de 2G-S16 durante 1 hora. Posteriormente se infectaron con los aislados virales X4 
VIH-1NL4.3 y R5 VIH-1AD8 a una concentración de 10 ng de VIH/10
6 células durante 2 horas. Posteriormente se 
lavaron las células con PBS estéril y se dejaron en su correspondiente medio de cultivo. A las 24 horas, se 
recogió el sobrenadante del cultivo celular y se cuantificó la producción viral por luminiscencia. 
Los resultados de las sinergias (Figura 22) mostraron que el 2G-S16 aumenta el efecto 
inhibidor de los inhibidores de la transcriptasa, ya que cuando se utilizaron las 
concentraciones más bajas de inhibidores (0,01 µM) las tasas de inhibición fueron de 4% 
(AZT), 6% (EFV) y 20% (TDF), mientras que con la combinación del 2G-S16 a la 
concentración de 1 µM (10 veces menor de la que se usaba en el resto de ensayos), las tasas 
de inhibición fueron del 62% (AZT), 79% (EFV) y 66% (TDF).  
Por el contrario, en el caso del inhibidor de la entrada, el MVC, los resultaron apenas 
mostraron un aumento considerable del efecto inhibidor del MVC a concentración más baja 
(0,25 µM) por si solo (91% de inhibición) en comparación con el 2G-S16 (98% de 
inhibición). 
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Figura 22. Combinación del 2G-S16 con diferentes retrovirales. Se llevó a cabo la infección de TZM.bl 
previamente tratadas durante 1 hora con la mezcla de los compuestos. Posteriormente se infectaron con el 
aislado viral X4 VIH-1NL4.3 para las sinergias con AZT, EFV y TDF, y con el aislado R5 VIH-1AD8 para las sinergias 
con el MVC, a una concentración de 10 ng de VIH/10
6 células durante 2 horas. Se lavaron las células con PBS 
estéril y se dejaron en su correspondiente medio de cultivo. A las 24 horas, se recogió el sobrenadante del 
cultivo celular y se cuantificó la producción viral por luminiscencia. 
4.2 Ligandos polianiónicos 
El objetivo de la síntesis de ligandos polianiónicos fue desarrollar nuevos dendrímeros 
carbosilano que llevasen unidos ligandos metálicos (métalo-dendrímeros) para potenciar la 
actividad anti-VIH de los dendrímeros carbosilano. Previamente en el grupo de 
Dendrímeros para Aplicaciones Biomédicas de la Universidad de Alcalá de Henares se 
realizó la síntesis y caracterización de los ligandos G0,
261 a partir de la cual se avanzó hasta la 
formación de las siguientes generaciones de ligandos y el estudio de sus propiedades anti-
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VIH.102 A partir de ligandos G0 se desarrollaron nuevos ligandos que llevaban unidos 
complejos metálicos para potenciar la actividad anti-VIH de los mismos y de esta manera se 
desarrollaron nuevos dendrímeros carbosilano con complejos metálicos (métalo-
dendrímeros) que a su vez potenciasen la actividad anti-VIH de los mismos. Los complejos 
metálicos del ligando 1 de níquel (1-Ni), cobalto (1-Co), cobre (1-Cu) y zinc (1-Zn) 
presentaron actividad dual anti-VIH tanto cuando se utilizaron en pre-tratamiento como 
cuando se utilizaron en post-tratamiento de la infección por el VIH-1. Como continuación 
de este trabajo, en esta Memoria se pretende determinar si la presencia de metales en los 
ligandos aniónicos tienen un comportamiento beneficioso y cooperativo en la actividad 
anti-VIH, y la posible diferencia entre la utilización de ligandos carboxilados y sulfonados, si 
los hubiese. 
4.2.1 Estudio de biocompatibilidad 
Para el estudio de toxicidad de los ligandos polianiónicos se realizó el ensayo para 
medir la actividad metabólica, MTT. Se utilizaron CMSP procedentes de buffy coats y los 
compuestos se utilizaron a la concentración de 5 µM a 24 horas. El experimento muestra la 
ausencia de toxicidad de estos compuestos a 5 µM en los cultivos de CMSP (Figura 32). 
NiBr2 y CoCl2 (controles de los complejos de níquel y cobalto) estaban en el límite 
establecido para la biocompatibilidad (80% de la actividad mitocondrial), mientras que el 
resto de los complejos mostraron valores por encima del 95%. La ausencia de toxicidad se 
mantuvo después de 24 horas de tratamiento con los complejos (Figura 32). 
 
Figura 32. Viabilidad a 24 horas  medida por el método del MTT en CMSP. Las CMSP se trataron con 5 µM 
de los ligandos para analizar el efecto de éste sobre la viabilidad celular. Ct, células sin tratar; Dxt (Dextrano), 
control negativo de muerte celular; DMSO (10%) control positivo de muerte celular. 
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4.2.2 Ensayos de inhibición del VIH-1 
Todos los compuestos se analizaron para determinar la actividad anti-VIH-1. Para 
discriminar entre un efecto atribuido al ión metálico no acomplejado y la del propio 
complejo, las eficiencias inhibitorias de los complejos y las sales metálicas NiBr2, CoCl2, 
CuCl2 y ZnSO4, se compararon bajo las mismas condiciones experimentales.  
En primer lugar se estudió el efecto de los compuestos antes de la infección por el VIH-
1 en CMSP (pre-tratamiento o profilaxis). Se cultivaron las CMSP y después se incubaron 
con los compuestos a la concentración de 5 µM durante 2 horas. Posteriormente, se llevó a 
cabo la infección de las CMSP con el asilado X4 VIH-1NL4.3 y después de 48 horas, se recogió 
el sobrenadante y se cuantificó la producción de antígeno p24gag por ELISA (Figura 33A).  
  
Figura 33. Infección de CMSP y tratamiento con los ligandos polianiónicos . A | las células se trataron 
con 5 µM de los ligandos durante 2 horas para analizar el efecto de estos sobre la transmisión viral. A 
continuación se llevó a cabo la infección de las células con el aislado viral X4 VIHNL4.3 a una concentración de 
10 ng/1x106células. Tras 2 horas en contacto con el virus, se lavaron las células con PBS estéril. Tras 48 horas, 
se recogió sobrenadante y el antígeno p24gag fue cuantificado por ELISA. B | El tratamiento en este caso fue 
igual que en el experimento anterior, salvo que en éste, se utilizaron los 2 aislados virales X4 VIH-1NL4.3 y R5 
VIH-1BaL, para analizar la especificidad de los compuestos. Ct, control de células sin tratar; T-20 (20 µM), 
control positivo de inhibición. ***p-valor≤0,01 respecto a cada control metálico. 
Ninguno de los controles de los metales (barras moradas) mostró inhibición de la 
replicación del VIH-1 estadísticamente significativa en comparación con las células sin 
tratamiento (Ct). La inhibición máxima se logró con el antirretroviral T-20 (56%) a 
concentración 15 µM, que fue tres veces mayor que la de los complejos (5 µM). Los 
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complejos de níquel presentaron una inhibición del 33%, 14% y 28% para el 2-Ni, 3-Ni y 4-
Ni, respectivamente. El 2-Co 30%, el 3-Cu 22% y el 2-Zn 34% de inhibición. A excepción del 
3-Cu, fueron estadísticamente significativos en comparación con el control de células sin 
tratar (Ct) y sus controles de metal. Sin embargo, se observó poca inhibición de la infección 
del VIH-1 cuando las CMSP fueron pre-tratadas con 5 µM de 2-Na, 3-Na ó 4-Na en 
comparación con el control de células sin tratar (Ct). Estos datos indican que los complejos 
en su forma de sal sódica son casi inactivos.  
A continuación se quiso estudiar si los compuestos presentaban especificidad por uno 
de los correceptores CCR5 y CXCR4. Para ello se llevó a cabo el mismo experimento, pero 
en este caso con los aislados virales X4 VIH-1NL4.3 y R5 VIH-1BaL (Figura 33B). Algunos de los 
complejos parecían presentar especificidad para actuar a través del correceptor CXCR4, tal 
como muestran los datos de los compuestos 2-Ni, 3-Ni y 3-Co; otros por el contrario 
parecían presentar mayor especificidad por el correceptor CCR5, tal como fue el caso del 2-
Cu y 4-Na, y algunos de ellos en ambos, como fue el caso de los complejos 2-Zn ó 4-Ni. 
También se estudió el posible efecto terapéutico que los complejos metálicos pudieran 
tener a lo largo de un periodo de tiempo de 72 horas. Para ello se infectaron las CMSP 2 
horas con el aislado viral X4 VIH-1NL4.3, y posteriormente se trataron las CMSP con 5 µM de 
los complejos metálicos, recogiéndose sobrenadante a 24, 48 y 72 horas para cuantificar la 
producción de antígeno p24gag por ELISA (Figura 34). A 24 horas, la mayor parte de los 
complejos presentaron una disminución de la infección mayor que sus respectivos controles 
metálicos, y similar al AZT 1 µM utilizado como control de la inhibición. A 24 horas, los 
complejos metálicos proporcionaron cierto grado de inhibición, a diferencia de las sales 
sódicas, lo que indica que la presencia del ión metálico coordinado con el ligando es 
necesaria para producir un efecto inhibidor, y que el ligando mejora el efecto inhibidor del 
ión metálico solo. Sin embargo, a 48 horas, todos los controles metálicos presentaron una 
mayor inhibición (desde 60% a 94%, valores similares al obtenido con el AZT en el caso del 
control metálico del cobalto). Los complejos de cobalto y cobre seguían mostrando una 
inhibición entre el 60-80% y 30-40% respectivamente, pero menor que sus controles 
metálicos. Finalmente, a 72 horas, la mayoría de los complejos mostraron un menor efecto, 
sólo el CoCl2 (88%) y sus complejos (50-60%) presentaron una inhibición mayor del 20% y 
en todo caso mejor que el resto de los complejos metálicos. Los ligandos, en su forma de sal 
sódica, apenas produjeron inhibición. En general, los complejos carboxilados (familias 3 y 4) 
fueron más eficientes que los sulfonados (familia 2). Para los complejos de Ni, Cu y Zn, la 
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inhibición máxima se logró a 24 horas y su actividad decreció proporcionalmente con el 
tiempo de exposición al VIH-1, mientras que para los complejos de Co la inhibición máxima 
se consiguió a las 48 horas de tratamiento, y este efecto se mantuvo a las 72 horas. Estos 
resultados indican que la coordinación del ligando al centro metálico aumenta su actividad 
inhibidora y confirma que los complejos son lo suficientemente estables bajo las 
condiciones experimentales del ensayo. 
 
Figura 34. Infección de CMSP por VIH-1. Se llevó a cabo la infección de las CMSP con el aislado viral X4 
VIH-1NL4.3 a una concentración de 10 ng/1x10
6células. Tras 2 horas en contacto con el virus, se lavaron las 
células con PBS estéril. Posteriormente se llevó a cabo el tratamiento con los ligandos a la concentración de 5 
µM. Tras 24, 48 y 72 horas, se recogió el sobrenadante y el antígeno p24gag fue cuantificado por ELISA. Ct, 
control de células sin tratar; Azt (1 µM), control de inhibición. 
Para analizar un posible efecto sinérgico de los compuestos con un antirretroviral 
comercial, se repitió el experimento anterior a 24 y 48 horas, tratando las CMSP con una 
combinación de cada ligando  a una concentración de 5 µM + AZT a una concentración de 1 
µM. En este experimento, las CMSP fueron infectadas durante 2 horas con el aislado X4 
VIH-1NL4.3, y posteriormente se llevó a cabo el tratamiento con los ligandos a la 
concentración de 5 µM y de AZT a la concentración de 1 µM durante 24 y 48 horas. 
Posteriormente, se recogió el sobrenadante del cultivo celular y se cuantificó la producción 
de antígeno p24gag por ELISA (Figura 35A-B). Este ensayo muestra que a 24 horas se produce 
un efecto sinérgico debido a que la mayoría de los complejos aumentaron la inhibición de la 
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replicación del VIH-1 que producía el AZT por sí solo, hasta un 42% como fue el caso del 2-
Zn. Incluso las formas de sal sódica de los complejos 2, 3 y 4, que no producían ninguna 
inhibición por sí mismos, aumentaron aproximadamente un 30% la inhibición que producía 
el AZT por si mismo A las 48 horas todavía se mantuvo el efecto sinérgico y se mejoró la 
inhibición de AZT (92% comparado con el control de células sin tratar), alcanzo valores de 
inhibición de los complejos metálicos de más del 98% con la mayoría de ellos (Figura 35B). 
 
Figura 35. Efecto sinérgico de los ligandos con AZT en la inhibición del VIH-1. Se llevó a cabo la 
infección de las CMSP con el aislado viral X4 VIH-1NL4.3 a una concentración de 10 ng/1x10
6células. Tras 2 
horas en contacto con el virus, se lavaron las células con PBS estéril. Posteriormente se llevó a cabo el 
tratamiento con los ligandos a la concentración de 5 µM junto con AZT (1 µM). Tras 24 y 48 horas se recogió el 
sobrenadante y el antígeno p24gag fue cuantificado por ELISA. A | Datos en porcentaje de producción de 
antígeno p24gag. B | Inhibición de la producción de antígeno p24gag. Ct, control de células sin tratar; Azt (1 
µM) control de inhibición. 
4.3 Métalo-dendrímeros carbosilano aniónicos 
A raíz de los resultados obtenidos en el apartado anterior con los complejos metálicos 
se llevó a cabo la síntesis de ligandos sulfonados y carboxilados con complejos de metales 
de transición basados en níquel, cobalto, cobre y zinc, que potenciaran la actividad anti-VIH 
de los mismos y de esta manera desarrollar nuevos dendrímeros carbosilano con complejos 
metálicos (métalo-dendrímeros) que a su vez potenciasen la actividad anti-VIH de los 
mismos. Los ligandos se caracterizaron por análisis de RMN y valoración potenciométrica, 
los complejos se caracterizaron por UV-Vis, IR, espectroscopía de masas, RMN (si 
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diamagnético) y espectroscopía EPR para los complejos de cobre.102 Los resultados y previos 
análisis de espectroscopía EPR de los complejos de cobre,102 mostraban que el 3-Cu 
probablemente fuera el mejor candidato para el desarrollo de una forma dimérica con una 
geometría distorsionada. Por lo cual se realizaron los ensayos pertenecientes a la tercera 
sección de esta Memoria, con el fin de continuar probando el comportamiento sinérgico de 
los complejos metálicos y ligandos polianiónicos, en este caso en métalo-dendrímeros con 
una estructura carbono-silicio y con complejos metálicos de cobre en su periferia. Algunos 
compuestos basados en ligandos sulfonados o derivados del biciclam con diferentes metales 
de transición: Cu2+, Zn2+, Ni2+ o Pd y Pt demostraron previamente ser buenos candidatos 
para ser utilizados como microbicidas.262 También se observó que estos metales también 
actúan a nivel de las enzimas integrasa y proteasa.263-264 Teniendo en cuenta la combinación 
de ambas estrategias el objetivo fue encontrar una mayor actividad anti-VIH, que podía ser 
proporcionada por la presencia de múltiples grupos funcionales, utilizando los dendrímeros 
carbosilano aniónicos previamente descritos por el grupo 238 unidos a complejos de cobre. 
Se realizaron ensayos de toxicidad e inhibición de la replicación del VIH-1 con la 
segunda generación de compuestos metálicos iónicos con grupos sulfonato y carboxilato 
unidos con iones de cobre en la periferia, en la línea celular HEC-1A y en las CMSP. Los 
métalo-dendrímeros utilizados fueron el 2G-S16Cu8, 2G-C16Cu2, 2G-C16Cu4 y 2G-
C16Cu6 para evaluar el efecto de un aumento en la cantidad creciente de cobre sobre la 
toxicidad y/o actividad inhibidora del VIH-1. 
4.3.1 Estudio de biocompatibilidad 
En CMSP se estudió por citometría de flujo el porcentaje de células apoptóticas o 
necróticas que habían sido tratadas o no con los métalo-dendrímeros a las concentraciones 
de 1, 5, 10, 15, 20 y 50 µM a 24 y 48 horas. Los resultados muestran que los métalo-
dendrímeros no fueron tóxicos hasta la concentración de 50 µM (Figura 36A). En la línea 
celular HEC-1A se estudió la toxicidad de los métalo-dendrímeros por el ensayo de MTS 
utilizándose un intervalo de concentración de 0,1-1000 µM a 24 horas. Los resultados 
muestran que los compuestos no fueron tóxicos hasta la concentración de 10 µM (Figura 
36B). En resumen, los ensayos de toxicidad mostraron ausencia de toxicidad en CMSP y 
HEC-1A tratadas con métalo-dendrímeros a concentraciones de hasta 50 µM en las CMSP y  
hasta 10 µM en HEC-1A.  
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Figura 36. Efecto de los dendrímeros carbosilano aniónicos unidos a cobre sobre la viabilidad celular. A | 
Viabilidad de las CMSP. Las CMSP fueron tratadas a distintas concentraciones de métalo-dendrímero para 
analizar el efecto de estos sobre la viabilidad celular a 24 y 48 horas. Las dosis utilizadas de los métalo-
dendrímeros fueron 1, 5, 10, 15, 20 y 50 µM. Ct, control de células sin tratar; DMSO (20%);  Dxt (Dextrano 10 
µM) y 2G-C16 ó 2G-S16 (dendrímeros utilizados como control, 10 µM). B | Viabilidad de la línea celular HEC-
1A utilizando el ensayo MTS. Las células fueron tratadas a distintas concentraciones de métalo-dendrímero 
para ver el efecto de estos sobre la viabilidad celular. La viabilidad fue cuantificada a 24 horas. Las 
concentraciones de los métalo-dendrímeros utilizadas fueron 0,1, 1, 10, 100 y 1000 µM.  
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4.3.2 Ensayos de inhibición del VIH-1 
Se pre-trataron las células HEC-1A y CMSP con los métalo-dendrímeros a tres 
intervalos de tiempos: 0,5, 1 y 2 horas antes de la infección. Posteriormente, se llevó a cabo 
la infección de las células con el asilado X4 VIH-1NL4.3 y tras de 24 horas, se recogió el 
sobrenadante de los cultivos y se cuantificó la producción de antígeno p24gag por ELISA. Los 
resultados obtenidos en la línea celular HEC-1A se muestran en la Figura 37. 
 
 
Figura 37. Pre-tratamiento e infección de las HEC-1A con el aislado viral X4 VIH-1NL4.3. Primero se trataron 
las células con los métalo-dendrímeros a distintos tiempos (0,5, 1 ó 2 horas). A continuación se llevó a cabo la 
infección de las células a una concentración de 200 ng/1x106células. Tras 2 horas en contacto con el virus, se 
lavaron las células con PBS estéril. Tras 24 horas, se recogió sobrenadante y el antígeno p24gag fue cuantificado 
por ELISA. VIH-1NL4.3, control de células sin tratar; Dxt (Dextrano 15 µM). **p-valor≤ 0,02; ***p-valor ≤0,01 
respecto al dendrímero control (2G-C16 ó 2G-S16). 
En el caso del métalo-dendrímero con grupos sulfonato (2G-S16Cu8), no presentó a 
ningún tiempo de pre-tratamiento una mayor inhibición que su control (2G-S16). En el caso 
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de los métalo-dendrímeros con grupos carboxilato, sí se apreció un aumento en la 
capacidad inhibidora cuando se comparó con el dendrímero control (2G-C16). Aunque a 2 
horas de pre-tratamiento, la inhibición fue estadísticamente significativa para los métalo-
dendrímeros 2G-C16Cu2 y 2G-C16Cu4 respecto al control 2G-C16, se observó una 
tendencia hacia un mejor efecto por parte de los tres compuestos, ya que el porcentaje de 
inhibición fue mayor cuando el pre-tratamiento con los métalo-dendrímeros se llevó a cabo 
1 hora antes de la infección por el VIH-1 (Figura 37). Puede observarse que la capacidad 
inhibidora de los métalo-dendrímeros con grupos carboxilato no se vio influenciada por las 
distintas cantidades de cobre en su periferia. El 2G-C16Cu4 presentó a la concentración 
más baja (0,1 µM) una mayor capacidad inhibitoria (63 %), siendo similares los valores para 
todas las concentraciones. 
Los resultados obtenidos en las CMSP fueron similares a los observados en el caso de la 
línea epitelial HEC-1A (Figura 38). En el caso del métalo-dendrímero con grupos sulfonato 
(2G-S16Cu8), mostró una inhibición estadísticamente significativa a la concentración de 
100 µM, pero no así cuando la concentración utilizada fue la misma que la de su dendrímero 
control (10 µM). En el caso de los métalo-dendrímeros con grupos carboxilato se observó 
una inhibición estadísticamente significativa para los tres compuestos a 0,5 y 2 horas de 
pre-tratamiento, aunque no se observó una diferencia correspondiente a la cantidad de 
metal unido al dendrímero. 
Posteriormente, se estudió el efecto inhibidor de los compuestos tras el post-
tratamiento de las CMSP después de la infección por el VIH-1. Para ello, se infectaron las 
CMSP con el aislado X4 VIH-1NL4.3 durante 2 horas. Posteriormente, se lavaron las CMSP con 
PBS estéril para eliminar las partículas de VIH-1 que no hubieran entrado en las células y se 
trataron con los métalo-dendrímeros, recogiéndose el sobrenadante celular a 24, 48 y 72 
horas para cuantificar la producción de antígeno p24gag por ELISA (Figura 39).  
Al comparar con los dendrímeros controles 2G-C16 y 2G-S16, se observó un mayor 
efecto inhibidor en los métalo-dendrímeros, principalmente a las 24 horas. Estos resultados 
indican que la presencia de cobre en la periferia de ambos dendrímeros mejora sus 
propiedades antivirales. Sin embargo, no se observó una mayor capacidad inhibitoria por 
parte de los métalo-dendrímeros a mayores concentraciones de la utilizada en el caso de los 
dendrímeros control (2G-S16 y 2G-C16). 
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Figura 38. Pre-tratamiento e infección de CMSP con el aislado viral X4 VIH-1NL4.3. Las CMSP fueron 
tratadas en primer lugar con los métalo-dendrímeros a distintos tiempos (0,5, 1 ó 2 horas). A continuación se 
llevo a cabo la infección de las células a una concentración de 10 ng/1x106células. Tras 2 horas en contacto 
con el virus, se lavaron las CMSP. Tras 24 horas, se recogió el sobrenadante del cultivo y se cuantificó el 
antígeno p24gag por ELISA. NL4.3, aislado viral X4 VIH-1NL4.3 (control de células sin tratar); Dxt (Dextrano 15 
µM). *p-valor≤0,05; **p-valor≤0,02; ***p-valor≤0,01 respecto al dendrímero control (2G-C16 ó 2G-S16). 
4.4 Dendrímeros polifenólicos y de síntesis tiol-eno 
Siguiendo con el desarrollo de un microbicida, en esta última parte de la Memoria se 
estudió la actividad anti-VIH de cuatro nuevos métalo-dendrímeros. Dos de ellos de núcleo 
polifenólico (2G-C24P y 2G-S24P), y otros dos desarrollados con un método nuevo de 
síntesis tiol-eno (2G-S32 y 2G-C32). Estos dendrímeros presentan en su periferia grupos 
carboxilato o sulfonato, como en el caso del 2G-C16 y el 2G-S16, por lo que estos dos 
últimos dendrímeros se utilizaron como control. 
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Figura 39. Infección de CMSP con el aislado viral X4 VIH-1NL4.3. Se llevó a cabo la infección de las células 
a una concentración de 10 ng/1x106células. Tras 2 horas en contacto con el virus, se lavaron las células. 
Posteriormente se llevó a cabo el tratamiento con los métalo-dendrímeros a las diferentes concentraciones. 
Tras 24, 48 y 72 horas se recogió el sobrenadante y el antígeno p24gag fue cuantificado por ELISA. Ct, control 
de células sin tratar; T-20 (20 µM) y Azt (1 µM) controles de inhibición. **p-valor≤ 0,02 respecto al dendrímero 
control (2G-C16 ó 2G-S16). 
Estos dendrímeros 2G-S32 y 2G-C32 tienen la ventaja de ser más fáciles de sintetizar 
porque la reacción tiol-eno es más rápida, necesita condiciones de reacción más débiles, 
tiene mejores rendimientos, es compatible con más grupos funcionales y los pasos de 
purificación son más fáciles y cortos.265 Estas características hacen de estos nuevos 
dendrímeros en comparación con los dendrímeros previamente desarrollados y estudiados 
en el laboratorio, mejores candidatos para su desarrollo como microbicida en el paso a la 
fase clínica. 
Para un posible uso como microbicidas, se llevaron a cabo ensayos de toxicidad e 
inhibición del VIH-1 en las líneas celulares VK2/E6E7 y HEC-1A y en CMSP. También se 
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evaluó el efecto sobre la toxicidad en distintas líneas celulares de laboratorio como HeLa y 
TZM.bl. 
4.4.1 Estudio de biocompatibilidad 
En todos los tipos celulares se analizó la toxicidad de los cuatro dendrímeros utilizando 
el ensayo MTS en un rango de concentración de 0,1-1000 µM a 24 horas (Figura 40). 
 
Figura 40. Viabilidad a 24 horas  medida por el ensayo MTS en CMSP y las líneas celulares HEC-1A, 
VK2/E6E7, TZM.bl y HeLa . Las células fueron tratadas a distintas concentraciones de dendrímero para analizar 
el efecto de estos sobre la viabilidad celular utilizando el ensayo MTS. La viabilidad se cuantificó a 24 horas. 
Las concentraciones utilizadas de los dendrímeros fueron 0,1, 1, 10, 100 y 1000 µM. Ct, control de células sin 
tratar; DMSO (10%) control positivo de muerte celular; Dxt (Dextrano 10 µM), control negativo de muerte 
celular. 
Los resultados muestran que los dendrímeros 2G-S32, 2G-C24P y 2G-S24P no 
presentaron efectos tóxicos hasta la concentración de 100 µM en CMSP y líneas celulares 
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analizadas. Sin embargo, el dendrímero 2G-C32 a 100 µM fue tóxico en las líneas celulares 
TZM.bl y VK2/E6E7. Debido a que para el 2G-C32 la concentración de 100 µM fue tóxica en 
la línea de epitelio vaginal VK2/E6E7 y la mayoría de los dendrímeros a esta misma 
concentración produjeron daños en las paredes del epitelio vaginal en el estudio llevado a 
cabo en ratonas CD-1a (Tabla 6), se seleccionó la concentración de 10 µM para los estudios 
de actividad antiviral frente al VIH-1. 
4.4.2 Ensayos de inhibición del VIH-1 
En primer lugar, se pre-trataron las líneas celulares HEC-1A y VK2/E6E7 con los 
distintos dendrímeros durante 1 hora. Posteriormente, se infectaron con los aislados virales 
X4 VIH-1NL4.3 y R5 VIH-1AD8 con el objetivo de conocer la especificidad de los dendrímeros 
por los correceptores CXCR4 o CCR5. Se recogió el sobrenadante de los cultivos celulares a 
las 24 horas y se cuantificó la producción de antígeno p24gag por ELISA (Figura 41). 
Se observó un efecto inhibitorio de la producción de antígeno p24gag en todos los 
dendrímeros estudiados en las líneas celulares HEC-1A y VK2/E6E7, siendo 
estadísticamente significativo cuando se utilizaron los dendrímeros 2G-S32 y 2G-C32 en la 
línea VK2/E6E7 comparados con sus dendrímeros control (2G-S16 y 2G-C16, 
respectivamente), siendo de un 82% con el dendrímero 2G-S32 y de un 90% con el 2G-C32. 
También se observó una disminución de la infección por el VIH-1 del 47% y 41% en la línea 
HEC-1A con los dendrímeros 2G-S32 y 2G-C32, respectivamente, aunque en este caso fue 
similar a la encontrada cuando se compararon con los dendrímeros control (47% para el 2G-
S16 y 23% para el 2G-C16). No se observaron diferencias significativas en los datos 
obtenidos cuando se compararon los efectos de los nuevos dendrímeros según se infectaran 
las células con aislados virales X4-trópico o R5-trópico (Figura 41).   
Sin embargo, se observó un efecto inhibidor mayor cuando se pre-trataron las células 
HEC-1A, con el dendrímero 2G-S32 y se infectaron con el aislado viral X4-trópico (47% de 
inhibición) en comparación con los resultados obtenidos tras la infección con un aislado R5-
trópico (22% de inhibición) (Figura 41). En el caso de los dendrímeros con núcleo 
polifenólico 2G-C24P y 2G-S24P, en ambas líneas epiteliales, no se observaron diferencias 
cuando se compararon sus resultados con los obtenidos con sus respectivos dendrímeros 
control (2G-C16 y 2G-S16, respectivamente).  
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Figura 41. Pre-tratamiento de las líneas HEC-1A y VK2/E6E7 con aislados virales X4 y R5. Las células se 
trataron en primer lugar con los dendrímeros durante 1 hora a una concentración de 10 µM. A continuación se 
llevó a cabo la infección de las células con los aislados virales X4 VIH-1NL4.3 y R5 VIH-1AD8  a una concentración 
de 100 ng/1x106células. Tras 2 horas en contacto con el virus, se lavaron las células. Tras 24 horas, se recogió 
sobrenadante y el antígeno p24gag fue cuantificado por ELISA. Ct, control de células sin tratar; Sur (Suramin, 10 
µM), control de inhibición. *p-valor≤0,05; **p-valor≤0,02; ***p-valor ≤0,01 respecto al dendrímero control 
(2G-C16 ó 2G-S16).  
A continuación se estudió el efecto de los dendrímeros sobre la entrada del VIH-1 en 
las células. Se pre-trataron las células HEC-1A y VK2/E6E7 con los cuatro dendrímeros 2G-
C32, 2G-S32, 2G-C24P y 2G-S24P durante 1 hora. Tras ese tiempo se llevó a cabo la 
infección de las células con lo aislados virales X4 VIH-1NL4.3 y R5 VIH-1AD8 durante 2 horas, 
tiempo tras el cual se lavaron las células con PBS estéril y se lisaron las células con Tritón™ 
X-100 al 0,2% durante 40 minutos a 4°C. Finalmente, se cuantificó la producción de 
antígeno p24gag del lisado celular por ELISA. Los resultados (Figura 42) mostraron un efecto 
inhibidor de la entrada viral para todos los dendrímeros, pero solo en el caso del 
dendrímero 2G-C32 para el aislado viral X4 la inhibición de la entrada fue estadísticamente 
significativa en comparación con su dendrímero control, el 2G-C16. Para el resto de 
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dendrímeros con ninguno de los aislados virales, así como en ambas líneas celulares se 
observaron mayores tasas de inhibición de la entrada viral cuando se compararon con sus 
correspondientes dendrímeros control (Figura 42).  
 
Figura 42. Internalización del VIH en las líneas HEC-1A y VK2/E6E7. Las células fueron tratadas con los 
dendrímeros a la concentración de 10 µM para analizar el efecto de estos sobre la entrada viral. Tras 1 hora, se 
pusieron en contacto las células con los aislados virales X4 VIH-1NL4.3 y R5 VIH-1AD8. Tras 2 horas se recogieron 
las células y se lisaron para cuantificar por ELISA la cantidad de antígeno p24gag que se internalizó en las 
células. Ct, control de células sin tratar;  el AMD (AMD3100, 100 µM) y Mvc (Maraviroc, 10 µM) antagonistas 
de los correceptores CXCR4 y del CCR5 respectivamente; T-20 (20 µM), control de inhibición. **p-valor≤ 0,02 
respecto al control (Ct). *p-valor≤0,05 respecto al dendrímeros control. 
Finalmente, con el objetivo de conocer el posible efecto preventivo y terapéutico de 
cada uno de los cuatro dendrímeros se llevaron a cabo experimentos en CMSP. Para ello, las 
CMSP se pre-trataron con los diferentes dendrímeros 1 hora y posteriormente se infectaron 
con los aislados virales X4 VIH-1NL4.3 y R5 VIH-1AD8 durante 1 hora (pre-tratamiento, 
prevención) o primero se infectaron con los aislados virales VIH-1NL4.3 y VIH-1AD8 durante 2 
horas y posteriormente se trataron con cada uno de los 4 dendrímeros (post-tratamiento, 
terapia). Tras cada una de las infecciones, las CMSP se lavaron con PBS estéril para eliminar 
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las partículas de VIH-1 que no hubieran entrado en las células y se mantuvieron en cultivo 
durante 72 horas. Tras ese tiempo se recogió el sobrenadante y la producción de antígeno 
p24gag se cuantificó por ELISA. Los resultaron mostraron que los cuatro dendrímeros 
presentaban actividad anti-VIH tanto para el pre-tratamiento como para el post-
tratamiento de las CMSP con ambos aislados virales (Figura 43). En el caso del aislado viral 
X4 VIH-1NL4.3, cuando se llevó a cabo el pre-tratamiento, los dendrímeros mostraron una 
inhibición estadísticamente significativa (salvo el caso del 2G-C24P). Para el resto de 
tratamientos y de aislado virales, aunque no fue estadísticamente significativa, se observó 
una clara tendencia de la inhibición tanto para el pre-tratamiento, como una vez que el 
virus ya se encuentra integrado en el interior celular (post-tratamiento). 
 
Figura 43. Infección de CMSP con aislados virales X4 y R5 trópicos. Las células fueron tratadas antes 
(Prett) o después (Postt) con los compuestos durante 1 hora. La infección de las células se llevó a cabo con los 
aislados virales X4 VIH-1NL4.3 y R5 VIH-1AD8  a una concentración de 10 ng/1x10
6células.Tras 2 horas en 
contacto con el virus, se lavaron las células. Tras 72 horas, se recogió sobrenadante y el antígeno p24gag fue 
cuantificado por ELISA. Ct, control de células sin tratar; T-20 (20 µM), control de inhibición; el AMD 
(AMD3100, 100 µM) y Mvc (Maraviroc, 10 µM) antagonistas de los correceptores CXCR4 y del CCR5 
respectivamente. **p-valor≤ 0,02 respecto al control (Ct). 
4.4.3 Ensayos de inhibición del VIH aislado de individuos VIH+ 
Para probar que los dendrímeros carbosilano aniónicos eran capaces de inhibir la 
infección de otros aislados virales que no fueran aislados de laboratorio, se realizó un 
ensayo en HEC-1A con tres aislados virales procedentes de pacientes VIH+. Para ello, se 
llevó a cabo el pre-tratamiento durante 1 hora de las HEC-1A con los dendrímeros a la 
concentración de 10 µM. Posteriormente se infectaron con los aislados virales R5 VIH-1ES X-
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3016-2 (F1), R5 VIH-1ES P-2392-3 (CRF02_AG) y R5 VIH-1ES X-2457-2 (BF). Se recogió el 
sobrenadante de los cultivos celulares a las 24 horas y se cuantificó la producción de 
antígeno p24gag por ELISA. Los resultados (Figura 44) mostraron la inhibición de la 
transmisión viral para los tres tipos de aislados primarios, siendo en el caso de los 
dendrímeros con grupos sulfonato en la periferia menor en comparación con los 
dendrímeros con grupos carboxilato en la periferia. Para el 2G-S32 y 2G-S24P la inhibición 
fue del 37%, 39% y 60% (2G-S32) y del 2%, 31% y 47% (2G-S24P) para los aislados F1, AG y 
BF, respectivamente. En el caso del 2G-S16 (dendrímero control para ambos) la inhibición 
fue del 27%, 28% y 24%, respectivamente. Para el 2G-C32 y 2G-C24P la inhibición fue del 
81%, 78% y 66% (2G-C32) y del 48%, 48% y 53% (2G-C24P)  para los aislados F1, AG y BF 
respectivamente, mientras que para su dendrímero control, el 2G-C16 fue del 82%, 29% y 
65%, respectivamente (Figura 44). 
 
Figura 44. Infección de HEC-1A con aislados virales R5-trópicos de individuos VIH+. Las células se 
trataron en primer lugar con los dendrímeros durante 1 hora a una concentración de 10 µM. A continuación se 
llevó a cabo la infección de las células con los aislados virales de pacientes R5 VIH-1ES X-3016-2 (F1), R5 VIH-1ES P-
2392-3 (CRF02_AG) y R5 VIH-1ES X-2457-2 (BF) a una concentración de 100 ng/1x10
6células. Tras 2 horas en 
contacto con el virus, se lavaron las células con PBS estéril. Tras 72 horas, se recogió sobrenadante y el 
antígeno p24gag fue cuantificado por ELISA. Ct, control de células sin tratar; T20, control de inhibición. 
4.4.4 Inhibición de la transmisión viral a través de monocapa 
Se ha descrito el uso de soportes permeables transwell para el estudio de futuros 
candidatos para su uso como microbicidas (Figura 45A).104,248 En esta Memoria, se ha 
utilizado este tipo de soporte para comprobar si el tratamiento con los dendrímeros de las 
células epiteliales del aparato genital femenino, previenen el paso del virus a través de una 
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monocapa de células epiteliales. Para ello se procedió al cultivo de las líneas celulares de 
útero y vagina humanas (HEC-1A y VK2/E6E7) en el dispositivo transwell. Se procedió al 
cultivo de las células y para obtener una monocapa de células epiteliales polarizadas 
perfecta, las células se cultivaron durante 7 días (Figura 45A).104,248  
 
Figura 45. Resistencia eléctrica transepitelial (TER) medida a través de monocapa de HEC-1A. A | Dibujo 
representativo del dispositivo transwell donde en cada depósito se sembraron 2x105 células epiteliales. B | 
Valores de TER hasta 9 días después de iniciar el experimento con los dendrímeros. 
El establecimiento in vitro de estas propiedades de barrera se pueden estudiar 
monitorizando la resistencia eléctrica transepitelial (TER). Para ello, se colocan dos 
electrodos, uno fuera y otro dentro del inserto transwell. De esta forma, una reducción en el 
valor de TER indica una mala formación de la monocapa. Se utilizaron las líneas celulares 
HEC-1A y VK2/E6E7 para los experimentos de transmisión viral, aunque sólo las HEC-1A 
mostraron unos valores de resistencia no despreciables. Esto se debe a que las VK2/E6E7 
presentan una escasa tendencia a la formación de uniones intercelulares estrechas como ha 
sido previamente descrito.253-254,266 De esta manera, para el seguimiento de la correcta 
formación de la monocapa de VK2/E6E7, se cultivaron en paralelo el mismo número de 
células en una placa de 48 pocillos, debido a que el diámetro de este tipo de pocillos es 
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similar al del dispositivo transwell, pudiendo seguir mediante microscopia óptica la correcta 
formación de la monocapa. Se observó que los dendrímeros no afectaban a los valores de 
TER de la monocapa de HEC-1A. Es decir, que en el transcurso del día 7 y 9, que es cuando 
los dendrímeros estuvieron en contacto con las células y se recogió sobrenadante, la 
monocapa no sufrió ninguna alteración (Figura 45B). Se llevó a cabo el pre-tratamiento de 
las líneas celulares HEC-1A y VK2/E6E7 con los distintos dendrímeros durante 1 hora. 
Posteriormente, se infectaron con los aislados virales X4 VIH-1NL4.3 y R5 VIH-1AD8. Los 
resultados muestran que el pre-tratamiento de la monocapa de HEC-1A y VK2/E6E7 con los 
dendrímeros, redujo la presencia de partículas virales en el sobrenadante basolateral. En el 
caso de las HEC-1A, los valores disminuyeron en más de un 50% para las dos familias de 
dendrímeros tanto con virus X4 como con R5 en las 2 primeras horas de exposición al virus 
(Figura 46).  
 
Figura 46. Reducción de la transmisión viral a través de la monocapa de HEC-1A. Las células se pre-
trataron con los dendrímeros durante 1 hora a la concentración de 10 µM. Posteriormente se trataron las 
células con los aislados virales X4 VIH-1NL4.3 ó R5 VIH-1AD8 a la concentración de 100 ng/1x10
6células, en la 
cámara superior del dispositivo transwell. Se recogió sobrenadante de la cámara inferior a 1, 2 y 24 horas y el 
antígeno p24gag fue cuantificado por ELISA. VIH-X4 y VIH-R5, células sin tratar; Sur (Suramin 10 µM), control 
de inhibición; AMD (AMD3100 100 µM) y MVC (Maraviroc 10 µM), antagonistas de los correceptores CXCR4 y 
del CCR5 respectivamente. 
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Mientras que en las VK2/E6E7 la disminución no fue mayor del 50%, aunque se 
observaba una tendencia a la disminución del paso del virus a través de la monocapa 
epitelial (Figura 47). 
 
Figura 47. Reducción de la transmisión viral a través de la monocapa de VK2/E6E7. Las células se pre-
trataron con los dendrímeros durante 1 hora a la dosis de 10 µM antes de llevarse a cabo la infección de las 
células a la concentración de 100 ng/1x106células con los aislados virales X4 VIH-1NL4.3 ó R5 VIH-1AD8 en la 
cámara superior del dispositivo transwell. Se recogió sobrenadante de la cámara inferior a 1, 2 y 24 horas y el 
antígeno p24gag fue cuantificado por ELISA. VIH-X4 y VIH-R5, células sin tratar; Sur (Suramin 10 µM), control 
de inhibición; AMD (AMD3100 100 µM) y MVC (Maraviroc 10 µM), antagonistas de los correceptores CXCR4 y 
del CCR5 respectivamente. 
4.4.5 Estudio de los receptores y correceptores celulares en CMSP 
Se llevó a cabo el estudio de los receptores celulares en CMSP en estado basal y en 
CMSP estimuladas previamente durante 24 horas con PHA. Los resultados sobre los 
receptores celulares CD4 y CD8 mostraron que en ningún caso se veían alterados por la 
presencia de los dendrímeros 2G-C32, 2G-S32, 2G-C24P y 2G-S24P en comparación con las 
células no tratadas, tanto para aquellas que se encontraban en estado basal, como para 
aquellas que habían sido activadas con PHA (Figura 48). 
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Figura 48. Efecto de los dendrímeros 2G-S32, 2G-C32, 2G-S24P y 2G-C24P sobre los receptores 
celulares CD4 y CD8 en CMSP. Se estudió el efecto que los dendrímeros a la concentración de 10 µM pudieran 
tener sobre CMSP en estado basal ó activadas con PHA durante 24 horas. Para ello, se trataron las células con 
los dendrímeros a la concentración de 10 µM durante 24 horas. A continuación, se marcaron las células 
durante 30 minutos con anticuerpos anti-CD4 y anti-CD8 para los receptores celulares CD4 y CD8, y se 
cuantificó la cantidad de células positivas para cada uno de los receptores. Ct, control de células sin tratar. 
En el caso de los correceptores celulares CXCR4 y CCR5, se llevó a cabo el estudio igual 
que en el caso anterior en CMSP en estado basal y en CMSP previamente activadas 24 horas 
con PHA (Figura 49). Se muestran los resultados correspondientes al correceptor CXCR4, ya 
que los resultados obtenidos por citometría de flujo para el correceptor CCR5 dieron 
valores cercanos al 0.  
 
Figura 49. Efecto de los dendrímeros 2G-C16 y 2G-S16 sobre el correceptor CXCR4 en CMSP. Se estudió 
el efecto que los dendrímeros pudieran tener sobre CMSP en estado basal ó activado con PHA durante 24 
horas. Para ello, se trataron las células con los dendrímeros a la concentración de 10 µM. Tras 24 horas, se llevó 
a cabo el marcaje durante 30 minutos con anti-CXCR4 para el correceptor CXCR4 y se midió la cantidad de 
células positivas para el correceptor. Ct, control de células sin tratar. 
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El estudio realizado en tres poblaciones celulares presentes en CMSP (linfocitos 
totales, células T CD4+ y células T CD8+) no mostró diferencias entre las células tratadas 
con los dendrímeros 2G-C32, 2G-S32, 2G-C24P y 2G-S24P en comparación con las células 
sin tratar en estado basal y activadas previamente con PHA (Figura 49). 
4.4.6 Estudio de la activación celular en CMSP 
Se llevó a cabo el estudio de activación celular mediada por los dendrímeros 2G-C32, 
2G-S32, 2G-C24P y 2G-S24P a 24 horas en CMSP en estado basal y en CMSP activadas 
durante 24 horas con PHA (Figura 50).  
 
Figura 50. Efecto de los dendrímeros 2G-S32, 2G-C32, 2G-S24P y 2G-C24P en la activación de CMSP. Se 
estudió el efecto que los dendrímeros pudieran tener sobre la activación temprana y tardía de CMSP en 
estado basal ó activado con PHA durante 24 horas. Para ello, se trataron las células con los dendrímeros a la 
concentración de 10 µM durante 24 horas. Posteriormente se llevó a cabo el marcaje durante 30 minutos con 
anticuerpos anti-CD4, anti-CD8, anti-CD3, anti-CD69 y anti-HLADR y se analizó la cantidad de células 
positivas para el correceptor. Ct, control de células sin tratar. 
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Se observó que no se producían variaciones de la activación de las CMSP ni cuando se 
utilizaron marcadores de activación temprana (HLADR+) ni cuando se utilizaron marcadores 
de activación tardía (CD69+) en presencia de los dendrímeros, tanto en CMSP en estado 
basal como en CMSP activadas previamente 24 horas con PHA (Figura 50). Se obtuvieron los 
mismos resultados en las poblaciones estudiadas (linfocitos totales, células T CD4+ y células 
T CD8+)  de CMSP sin activar o activadas con PHA (Figura 50). 
4.4.7 Ensayo de modelado computacional 
Como ya se ha descrito anteriormente en esta Memoria, la mayor parte de las 
interacciones entre los compuestos polianiónicos y el VIH-1, implican una atracción 
electrostática entre gp120 y grupos aniónicos de la periferia de los dendrímeros.256 Cuando 
se llevaron a cabo los estudios de modelaje para el 2G-S16 y 2G-C16, también se llevaron a 
cabo para los dendrímeros carbosilano de núcleo polifenólico, debido a que en aquel 
momento ya se tenía su síntesis realizada (no era el caso de los dendrímeros carbosilano de 
síntesis tiol-eno). De la misma manera que en los dendrímeros anteriores, existe un área 
catiónica adecuada (principalmente debido a la presencia de 2 argininas) para la 
interacción favorable con los dendrímeros aniónicos 2G-S24P y 2G-C24P (Figura 51).  
 
Figura 51. Detalles de la unión de los complejos más estables cada caso (CD4, Gp120). 2G-C24P/Gp120 
(izquierda), 2G-S24P/CD4 (derecha). En rojo aparece coloreado el bucle V3 (área importante para la unión de 
los correceptores), en azul claro se muestran los puentes de hidrógeno y los enlaces de sal. La estructura 
visualizada es el resultado de 30 ns de simulaciones moleculares dinámicas en agua en presencia de iones Cl- y 
Na+ (0,15 M).  
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 En este caso como en el de los dendrímeros 2G-S16 y 2G-C16, se basó en su capacidad 
potencial para unirse a la glicoproteína gp120 del VIH-1 y/o al receptor CD4, y en 
particular a los sitios de unión para gp120/CD4. Para comprobar esta hipótesis, se llevaron a 
cabo en agua simulaciones atomizadas de dinámica molecular de los complejos de 2G-
S24P/gp120 y 2G-S24P/CD4; 2G-C24P/gp120 y 2G-C24P/CD4. El segundo objetivo fue 
identificar el área de contacto gp120/CD4. En el ensayo computacional se pusieron ambos 
dendrímeros cerca de las áreas antes mencionadas y las consiguientes simulaciones 
moleculares dinámicas revelaron que el dendrímero 2G-S24P presentaba mayor 
especificidad por la unión a CD4, mientras que el 2G-C24P lo hacía con la gp120 (Figura 
52). 
 
Figura 52. Los resultados de los análisis energéticos utilizando MM/método PBSA. Unión a CD4 
(izquierda), y unión a gp120 (derecha). dG=dH-TdS, donde la dG es la energía libre de unión (en rojo), dH es la 
entalpia (naranja) y TdS la entropía (azul) (T es la temperatura y dS es el cambio en la entropía debido a la 
unión). Los valores más negativos de la dG significa que hay una mejor unión (interacción más favorable).  
4.4.8 Evaluación de los dendrímeros en vaginas de ratonas CD-1a 
Para valorar el efecto sobre el epitelio vaginal que los dendrímeros 2G-S32, 2G-C32, 
2G-C24P y 2G-S24P pudieran producir se utilizaron ratonas CD-1a. En la mayoría de las 
muestras analizadas a las 2 horas de tratamiento no se observó ninguna lesión a lo largo del 
grosor del epitelio vaginal a la concentración de 10 µM y 100 µM (Figura 53 y tabla 6). Tan 
sólo con el dendrímero 2G-S24P se observó una hiperplasia de grado mínimo del epitelio en 
una de las ratonas a la concentración de 100 µM (Figura 53 y tabla 6). Esta hiperplasia se 
observó como un aumento en el grosor de la mucosa y la emisión de unas papilas que se 
extienden desde el epitelio a la submucosa, pero en ningún punto rompen la membrana 
basal que separa ambas capas. Sin embargo, a las 24 horas se observó hiperplasia en el 
epitelio de al menos una muestra de los animales tratados con todos los compuestos y a las 
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dos concentraciones (Figura 53 y tabla 6). Ésta fue moderada en un caso (2G-C24P a 100 
µM), leve en dos (2G-C24P y 2G-S24P a 100 µM) y mínima en 4 casos (Figura 53 y tabla 6). El 
grupo 2G-C24P es el que presenta en todas sus muestras a 24 horas y a la concentración de 
100 µM un aumento en el grosor del epitelio y papilas hacia la submucosa (Figura 53). De 
nuevo, en ningún caso rompían la membrana basal. Como en los grupos tratados a las 2 
horas, a las 24 horas no se observaron otras alteraciones en mucosa, submucosa o capa 
muscular de la pared de la vagina. Con el compuesto 2G-S32 a concentración de 10 µM 
aparecía una hiperplasia moderada del epitelio que no se observó a las 24 horas. De nuevo 
no aparecían lesiones histológicas en el resto de las capas (Figura 53).  
 
Figura 53. Evaluación de los dendrímeros en vaginas de ratonas CD-1a. Se estudió el efecto de los 
dendrímeros carbosilano aniónicos en la vagina de ratonas hembra CD-1a. Se utilizaron dos dosis de 
dendrímeros (10 y 100 µM) a dos tiempos (2 y 24 horas).  
2G-C24P
10 µM – 2 horas 10 µM – 24 horas 100 µM – 24 horas100 µM – 2 horas
2G-S24P
2G-S32
2G-C32
Control 2h Control 24h
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Tabla 6. Valoración del daño tisular. Valoración del infiltrado de células inflamatorias, la congestión 
vascular y el edema presentes en la submucosa y tejido muscular bajo el epitelio. Los valores asignados fueron 
0: sin lesiones; 1 lesión mínima; 2: leve; 3: moderada; 4: intensa. De arriba abajo están representados los datos 
de los dendrímeros 2G-S32, 2G-C32, 2G-C24P y 2G-S24P respectivamente. 
En las vaginas tratadas con los dendrímeros 2G-C24P, 2G-S24P y 2G-S32 se detectó un 
aumento del grosor del epitelio de la mucosa junto con la formación de papilas que invaden 
la submucosa. Estos efectos fueron mayoritariamente mínimos o leves y en ningún caso se 
produjo la ruptura de la membrana basal que separaba la mucosa de la submucosa y que no 
se acompañó de inflamación ni otros cambios en la mucosa vaginal. En las vaginas tratadas 
con el dendrímero 2G-C32 se observó la presencia de edema de grado 1 (mínimo) en la 
submucosa (Figura 53 y tabla 6) este efecto parecía estar relacionado con la concentración, 
porque fue más frecuente en las ratonas tratadas con la concentración de dendrímero de 
100 µM que en las de 10 µM. Así, con la concentración de 100 µM todas las muestras tanto a 
las 2 horas como a las 24 presentaron edema con aumento del grosor de la submucosa con 
una severidad similar: moderada en 1 muestra y mínima en otras 2. A la concentración de 10 
µM se encontró en una muestra a 2 horas y en 2 muestras a 24 horas, siendo moderada en 
2G-S32 10µM 2h 2G-S32 100µM 2h 2G-S32 10µM 24h 2G-S32 100µM 24h Vehículo
Lesión epitelial (0-4) 1,33 ± 1,53 0 0 0,33 ± 0,58 0
Infiltrado inflamatorio (0-4) 0 0,33 ± 0,58 0 0 0,33 ± 0,58
Congestión vascular (0-4) 0,33 ± 0,58 0 0,33 ± 0,58 0 0
Edema (0-4) 0 0 0 1 ± 1,73 0
Puntuación de irritación microscópica 1,7 0,3 0,3 1,3 0,3
Índice de irritación vaginal (0-16) 1,3 0,0 0,0 1,0 0
2G-C32 10µM 2h 2G-C32 100µM 2h 2G-C32 10µM 24h 2G-C32 100µM 24h Vehículo
Lesión epitelial (0-4) 1 ± 1 0,67 ± 1,15 1 ± 1,73 1,33 ± 0,58 0
Infiltrado inflamatorio (0-4) 0 0 0,33 ± 0,58 0 0,33 ± 0,58
Congestión vascular (0-4) 0 0 0 0 0
Edema (0-4) 0,33 ± 0,58 1,67 ± 1,15 1,33 ± 1,53 1,67 ± 1,15 0
Puntuación de irritación microscópica 1,3 2,3 2,7 3,0 0,3
Índice de irritación vaginal (0-16) 1,0 2,0 2,3 2,7 0
2 HORAS 2G-C24P 10µM 2h 2G-C24P 100µM 2h 2G-C24P 10µM 24h 2G-C24P 100µM 24h Vehículo
Lesión epitelial (0-4) 0 0 0,33 ± 0,58 2 ± 1 0
Infiltrado inflamatorio (0-4) 0 0 0 0 0,33 ± 0,58
Congestión vascular (0-4) 0 0 0 0 0
Edema (0-4) 0 0 0 0 0
Puntuación de irritación microscópica 0 0 0,3 2,0 0,3
Índice de irritación vaginal (0-16) 0,0 0,0 0,0 1,7 0
24 HORAS 2G-S24P 10µM 2h 2G-S24P 100µM 2h 2G-S24P 10µM 24h 2G-S24P 100µM 24h Vehículo
Lesión epitelial (0-4) 0 0,33 ± 0,58 0,33 ± 0,58 0,67 ± 1,15 0
Infiltrado inflamatorio (0-4) 0 0 0 0 0,33 ± 0,58
Congestión vascular (0-4) 0 0 0 0,33 ± 0,58 0
Edema (0-4) 0 0 0 0 0
Puntuación de irritación microscópica 0 0,33 0,3 1,00 0,3
Índice de irritación vaginal (0-16) 0,0 0,0 0,0 0,7 0
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una muestra de este último tiempo. También se observó una hiperplasia del epitelio de la 
mucosa que, en este caso, parecía estar más asociada al tiempo que a la concentración. 
Aunque apareció en dos muestras a las 2 horas con 10 µM (Figura 53), la severidad y el 
número de animales afectados fue mayor a las 24 horas (Figura 53). 
En conclusión en las vaginas tratadas a las concentraciones de 100 µM durante 24 horas 
con los dendrímeros 2G-C24P y 2G-S24P se encontraron el mayor número de muestras con 
presencia de hiperplasia del epitelio de la mucosa. También a 24 horas y con la 
concentración de 10 µM se encontró esta lesión, así como con el tratamiento con 2G-S32 a 
las 2 horas. El compuesto 2G-C32 parecía producir edema en la pared de la vagina que fue 
concentración dependiente y una hiperplasia del epitelio que aumentaba a las 24 horas. 
Este efecto podría estar relacionado con una ligera acción del dendrímero aplicado, sobre 
todo si hubiera actividad hormonal o de factor de crecimiento, aunque la intensidad de la 
lesión fue principalmente de tipo mínimo-leve.267 
4.4.9 Efecto del pH en la actividad de los dendrímeros 
Debido al bajo pH presente en las vaginas humanas (menor de 4,5)29 y a la baja 
solubilidad presentada por otros compuestos similares a pH ácidos,149 se estudió si en 
presencia de pH ácidos, los dendrímeros perdían capacidad antiviral. Para ello, se llevó a 
cabo la infección de células TZM.bl con el aislado viral X4 VIH-1NL4.3 y se trataron con 
dendrímeros que habían sido incubados previamente durante 1 hora en PBS estéril con 
diferentes pH (3, 4 y 5,5), utilizándose como control un pH de 7, y un plasma seminal. Los 
resultados (Tabla 7) mostraron en todos los casos, que el pH ácido no afectó a la actividad 
anti-VIH de los dendrímeros, ya que los porcentajes de inhibición obtenidos se encontraban 
en torno al 100% a 24 y 48 horas.  
 
Tabla 7. Efecto del pH en las características antivirales de los dendrímeros. Valores en tanto por cien de 
las tasas de infección en TZM.bl pre-tratadas con los dendrímeros a la concentración de 10 µM durante 1 hora. 
Antes de llevarse a cabo el pre-tratamiento, los dendrímeros fueron incubados durante 1 hora en PBS a 
distintos pH, utilizándose PBS con pH 7 y plasma seminal como control. Ct, células sin tratar.  
pH 7 pH 5,5 pH 4 pH 3 Plasma Seminal
% Infección 24 h 48 h 24 h 48 h 24 h 48 h 24 h 48 h 24 h 48 h
Ct 100 100 100 100 100 100 100 100 – –
2G-S16 0 1 0 1 0 1 1 1 0 1
2G-S32 0 0 0 1 0 1 1 1 2 1
2G-S24P 1 1 0 1 0 1 0 1 1 1
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5. DISCUSIÓN 
En la prevención de la infección por el VIH no hay hasta la fecha una vacuna segura y 
efectiva y en los últimos años ha incrementado la investigación en terapias alternativas de 
prevención de la infección por el virus en mujeres y hombres, basada en la utilización de 
productos de aplicación tópica vía vaginal y/o rectal.29,269-271 Debido a que cerca de la 
mitad de los individuos que viven con el VIH son mujeres que se han infectado 
mayoritariamente por vía sexual, la mayoría de microbicidas se han centrado en la mujer 
existiendo diferentes nanopartículas que interfieren en la transmisión del VIH a través del 
epitelio del tracto genital femenino.104,223,272-273 
Se está investigando el papel de los dendrímeros como posibles microbicidas no-
específicos frente al VIH y se han obtenidos resultados prometedores en ensayos clínicos 
con el dendrímero SPL7013 o VivaGel®.227-228 Sin embargo, aunque se han estudiado varias 
moléculas polianiónicas como potenciales microbicidas y los resultados de eficacia y 
seguridad en las fases de ensayos preclínicos y clínicos  han sido positivos, ninguna de ellas 
ha mostrado alta eficacia en humanos, no disponiéndose actualmente de ningún 
microbicida que prevenga la infección por el VIH.149,274 
Los dendrímeros aniónicos de estructura cabosilano son nanomoléculas estables en 
solución. Estos dendrímeros presentan gran variedad de modificaciones a nivel de 
estructura química y a nivel de los grupos periféricos.104 En el laboratorio se ha mostrado 
que el dendrímero carbosilano aniónico con 16 grupos sulfonatos en la periferia, 2G-S16, es 
altamente biocompatible, no induce activación celular y tiene actividad anti-VIH en células 
epiteliales y en células primarias humanas.104 Sin embargo, se conocía muy poco sobre el 
efecto que podría tener como microbicida el dendrímero carbosilano con 16 grupos 
carboxilato en la periferia, 2G-C16. Por lo tanto, en primer lugar se estudió la bioseguridad 
de este dendrímero en diferentes tipos celulares y su capacidad de inhibir la transmisión e 
infección viral con el objetivo de conocer su potencial como microbicida.  
Los dendrímeros 2G-S16 y 2G-C16 no fueron tóxicos a la concentración de 10 µM en 
ninguna de las líneas o cultivos primarios celulares utilizados en esta Memoria. Además no 
alteraron los niveles de receptores celulares CD4 y CD8, ni de los correceptores CCR5 y 
CXCR4 en diferentes poblaciones celulares de sangre periférica.  
 
Nanotecnología y microbicidas: protección frente a la infección por VIH 
 
 
138 
El efecto antiviral de los dendrímeros 2G-S16 y 2G-C16 se estudió en primer lugar en 
las líneas epiteliales del tracto genital femenino HEC-1A y VK2/E6E7. Se pre-trataron las 
células con los dendrímeros 2G-S16 y 2G-C16 y posteriormente se infectaron con los 
aislados X4 VIH-1NL4.3 y R5 VIH-1AD8. Los dos dendrímeros tuvieron un efecto significativo 
de la inhibición de la infección por el VIH-1NL4.3 y VIH-1AD8 en la línea celular VK2/E6E7. Sin 
embargo, en la línea celular HEC-1A sólo se observó una disminución significativa de la 
infección por el X4 VIH-1NL4.3 y R5 VIH-1AD8 cuando se utilizó el dendrímero 2G-S16. Un 
efecto similar se observó en los experimentos de internalización del VIH en las células. 
Cuando los dos tipos celulares se pre-trataron con los dendrímeros 2G-S16 y 2G-C16 se 
observó una disminución de la entrada de los aislados virales X4 VIH-1NL4.3 y R5 VIH-1AD8, 
pero sólo fue significativa cuando se pre-trataron las células VK2/E6E7 con el dendrímero 
2G-S16. En resumen, aunque ambos dendrímeros podrían actuar como barrera física en la 
prevención de la transmisión del VIH-1 a través de las células vaginales y del endometrio, el 
que presentó un mejor perfil fue el dendrímero 2G-S16. 
Sin embargo, cuando se utilizaron aislados virales R5 procedentes de individuos VIH+ 
(R5 VIH-1ES X-3016-2 (F1), R5 VIH-1ES P-2392-3 (CRF02_AG) y R5 VIH-1ES X-2457-2 (BF)) se observó 
un efecto inhibidor de la infección por el VIH con el pre-tratamiento de los dendrímeros, 
aunque menor que el observado con las cepas virales establecidas, y también se observaron 
diferencias a nivel de inhibición del VIH-1 entre los virus R5 procedentes de los individuos 
VIH+. En este sentido hay que tener en cuenta que los virus que utilizan el receptor CCR5 se 
transmiten y predominan preferentemente en las fases tempranas de la infección. Sin 
embargo, el 50% de los pacientes que progresan clínicamente mantienen virus R5. Estos 
virus R5 modifican sus propiedades biológicas e incrementan la progresión de la 
enfermedad en los individuos VIH+. En concordancia con ello, se ha observado que los virus 
R5 procedentes de individuos que han progresado clínica (estadíos tardíos de la infección; 
aislados R5 VIH-1 tardíos) tienen capacidad replicativa y efecto citopático mayor  
comparado con los virus R5 procedentes de individuos en el periodo de la 
seroconversión275-276 y se correlacionan con caída de linfocitos T CD4+.277 Además, se ha 
mostrado que los aislados R5 procedentes de pacientes en estadíos avanzados son más 
resistentes a la inhibición por quimiocinas-R5 que los aislados en la primoinfección o fase 
aguda de la infección278-279 y podría ser debido a un incremento en la afinidad de la gp120 
por los CD4 y/o el correceptor.280 Estas propiedades correlacionan con cambios en las 
secuencias de las envueltas virales durante la infección que podrían modular varios pasos 
importantes en la entrada del virus a las células.280 Estos datos indican que las envueltas de 
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los aislados virales R5 no son iguales entre si y que no funcionan con la misma intensidad. 
Esta podría ser una de las explicaciones del porqué la diferencia de resultados entre 
diferentes tipos de aislados virales. Así mismo, estos resultados indican que el estudio de las 
nanopartículas se debe llevar a cabo en distintos aislados virales procedentes de individuos 
VIH+ y preferentemente deberían ser en aislados procedentes de la primoinfección o fase 
aguda de la enfermedad. En resumen, aunque ambos dendrímeros podrían actuar como 
barrera física en la prevención de la transmisión del VIH-1 a través de las células vaginales y 
del endometrio, el que presentó un mejor perfil fue el dendrímero 2G-S16. Estos datos 
indicaban que el modo de acción de los dos dendrímeros debía ser diferente y por ello se 
diseñaron experimentos de modelaje molecular y de entrada viral. 
Se estudió la interacción directa de los dendrímeros 2G-C16 y 2G-S16 con los aislados 
virales X4 VIH-1NL4.3 y R5 VIH-1AD8 en CMSP, observándose una disminución de la capacidad 
infectiva de ambos aislados virales. Sin embargo, la mayor pérdida de infectividad se 
observó con el aislado X4 VIH-1NL4.3. Aunque la mayoría de la infecciones por el VIH-1 se 
producen por la interacción del VIH-1 con tropismo R5 con el correceptor CCR5, en el 
diseño de una nueva estrategia antiviral no se debe ignorar el VIH-1 con tropismo X4.30 Por 
otra parte, aunque el receptor principal del VIH-1 es el CD4, hay que tener en cuenta que 
existe un mecanismo de infección independiente de esta unión, el cual predomina en la 
infección por el VIH-2 y el VIS.3 En los experimentos de inactivación viral en CMSP se 
observó que tras 1 hora de pre-tratamiento con los dendrímeros 2G-S16 y  2G-C16 a 
concentración de 10 µM se producía una disminución de más de un 90% de la infectividad 
de los aislados virales X4 VIH-1NL4.3 y R5 VIH-1AD8. Sin embargo, el mismo experimento 
utilizando la concentración de 1 µM de los dendrímeros 2G-S16 y 2G-C16 mostró que para 
conseguir un efecto significativo de disminución de infectividad se necesitaba una 
concentración diez veces mayor del dendrímero 2G-C16 en comparación con el 2G-S16. En 
resumen, debido a la inhibición significativa tanto de virus R5 como virus X4, ambos 
dendrímeros podrían ser candidatos a microbicidas,281 aunque para obtener el mismo 
resultado se necesita una concentración mayor del dendrímero 2G-C16. 
Los inhibidores aniónicos se consideran tradicionalmente inhibidores de la entrada del 
VIH-1. Su actividad anti-VIH está asociada con las interacciones electrostáticas entre la 
gp120 del VIH-1 y diferentes grupos funcionales de estos inhibidores que previenen la 
unión del virus a la célula diana.104,210,282 Para conocer el posible mecanismo  de inhibición 
de la entrada/internalización del VIH-1 en las líneas epiteliales y en las CMSP e hipotetizar 
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las diferencias de resultados obtenidas con cada uno de los dendrímeros, se llevaron a cabo 
estudios de modelaje computacional de los dos dendrímeros y sus posibles interacciones 
con la gp120 viral y el receptor CD4.  Se observó que se formaban complejos estables con 
gp120 y CD4, uniéndose en zonas cruciales para la interacción de gp120 con el receptor 
CD4 o con los correceptores CXCR4 y CCR5. Los resultados indicaron que la interacción de 
las cargas aniónicas del dendrímero 2G-S16 con la gp120 eran más intensas cuando se 
utilizaron aislados virales X4 que cuando se utilizaron aislados virales R5, debido a la 
variación de los aminoácidos en la región V3 de la gp120. La región V3 determina si el virus 
se une al correceptor CCR5 e infecta preferentemente a macrófagos o se une al correceptor 
CXCR4 e infecta principalmente células T.283 La interacción del dendrímero 2G-S16 con la 
V3 de la gp120 ha sido previamente descrita en otras nanomoléculas aniónicas con 
potencial microbicida.210 Aunque el dendrímero 2G-C16 también se unía a la gp120 y al 
CD4, esta interacción era más débil debido probablemente al carácter “zwitteriónico” del 
dendrímero 2G-C16. El 2G-C16 es un dendrímero aniónico, pero esa característica le hace 
tener un carácter bipolar teniendo cargas formales positivas y negativas sobre átomos 
diferentes, y la interacción, aunque débil, se produce con la gp120 y con el receptor CD4.  
En la misma línea de conocer el posible mecanismo de inhibición de la 
entrada/internalización del VIH y de hipotetizar los resultados obtenidos, se realizaron 
ensayos en los clones celulares CD4/R5 y CD4/X4 de la línea U87. Los resultados indicaron 
un mayor efecto inhibidor del dendrímero 2G-C16 cuando se realizaron experimentos de 
pre-tratamiento con aislados virales X4 o R5, en comparación con los resultados obtenidos 
con el dendrímero 2G-S16. Estos resultados se podrían deber al carácter bipolar y la débil 
interacción con la gp120 y el CD4 del dendrímero 2G-C16 en comparación con la mayor 
especificidad para unirse a gp120 que tiene el dendrímero 2G-S16, que hiciera que se viera 
afectada su unión a CD4 al entrar en contacto con las células. Es importante puntualizar, 
que los clones celulares U87 no son un sistema fisiológico, ya que en el organismo no se 
encuentra este tipo celular con tan altos porcentajes del receptor CD4 y de uno u otro 
correceptor CXCR4 o CCR5.284 
Esta hipótesis estaría en consonancia con los datos obtenidos previamente en las líneas 
celulares epiteliales, donde la menor capacidad de inhibición del dendrímero 2G-C16 
podría deberse a la ausencia de expresión de correceptor CCR5 de las células HEC-1A.281 Es 
decir, el dendrímero 2G-C16 tendría mayor interacción con los correceptores celulares y al 
no expresarse tendría menor efecto, mientras que el dendrímero 2G-S16 se uniría a la 
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gp120 del virus y/o el receptor CD4 celular y tendría un mayor efecto inhibitorio. Aunque se 
ha descrito que la línea celular HEC-1A se infecta selectivamente por virus con tropismo X4 
y no con virus con tropismo R5,57 en los experimentos realizados se observó infección de las 
HEC-1A con el aislado viral R5 VIH-1AD8. Aunque no se ha estudiado el mecanismo de 
entrada de aislados virales en esta línea celular, los datos claramente indican que también 
se produce infección por R5 VIH-1 en la línea celular HEC-1A, que no expresa el 
correceptor CCR5. Además, está descrito que no todas las líneas del epitelio del tracto 
genital femenino integran el ADN proviral en su genoma, a pesar de secuestrar y liberar el 
virus al sobrenadante del cultivo.57 Por tanto, es posible que el efecto antiviral sea más 
efectivo en una línea que presente un comportamiento distinto al de la línea celular HEC-
1A, donde se integra el ADN proviral pero la producción de nuevas partículas infectivas es 
muy baja.57,281 
Aunque hay varios ensayos clínicos en marcha con posibles microbicidas tópicos, 
solamente uno ha mostrado resultados positivos en humanos.153,262,270 Algunos microbicidas 
tópicos producen un incremento de la infección por el VIH-1 asociada a daños e inducción 
de un foco local de inflamación en el epitelio vaginal, por ejemplo el sulfato de celulosa.218 
Por otra parte, los resultados del ensayo clínico en el que está indicada la aplicación de 
Vivagel® dos veces al día durante varias semanas han mostrado irritación vaginal tras la 
exposición repetida al gel.285 La conclusión que se obtiene de los ensayos clínicos con 
diferentes nanopartículas es que solamente se deben utilizar las moléculas que no 
produzcan daño vaginal y rectal para prevenir la transmisión del VIH. Los resultados 
obtenidos en esta Memoria muestran que el tratamiento de células epiteliales con los 
dendrímeros aniónicos 2G-S16 y 2G-C16 no inducen proliferación celular, no alteran la 
activación celular temprana o tardía, no producen alteración de la flora vaginal, no 
producen lesiones en la vagina en ratonas CD-1a, el pH ácido no afecta a las funciones anti-
VIH de los dendrímeros y al entrar los dendrímeros en contacto con los espermatozoides no 
alteran el índice de movilidad progresiva espermática. En resumen, los dendrímeros 2G-S16 
y 2G-C16 son posibles candidatos a microbicidas. Sin embargo, se necesitan más estudios in 
vitro y sobre todo in vivo para que estos dendrímeros pudieran ser utilizados como 
microbicidas tópicos por las mujeres.   
Debido a que el mecanismo de acción de los dos dendrímeros parecía diferente, el 
siguiente objetivo fue estudiar si la combinación de ambos dendrímeros tendría un efecto 
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sinérgico y obtener una menor transmisión e infección por el VIH-1 en células epiteliales 
del tracto genital femenino y en CMSP.  
Se estudiaron distintas combinaciones de concentración de los dendrímeros 2G-C16 y 
2G-S16 en la línea celular HEC-1A y en todos los casos se observó una mayor inhibición de 
la entrada del VIH-1 en el interior celular e inhibición de la replicación del VIH con el 
aislado viral X4 VIH-1NL4.3 que con el aislado viral R5 VIH-1AD8.  Los mejores resultados se 
obtuvieron con las combinaciones de 15 µM para ambos dendrímeros y de 10 µM para el 
2G-S16 y 30 µM para el 2G-C16, pero en ningún caso las tasas de inhibición para esas 
combinaciones fueron significativas. Resultados similares se obtuvieron en los estudios de 
pre-tratamiento y post-tratamiento realizados en las CMSP. Aunque los mejores resultados 
no se obtuvieron con las mismas concentraciones de dendrímeros que se utilizaron en las 
HEC-1A, se observó un mayor efecto inhibidor del aislado viral X4 VIH-1NL4.3 que del aislado 
viral R5 VIH-1AD8 utilizando la combinación de 10 µM del 2G-S16 y 20 µM del 2G-C16.  En 
resumen, tanto en la línea celular HEC-1A como en las CMSP para obtener un mayor efecto 
de la inhibición del VIH-1 se necesita una combinación en la que la concentración del 
dendrímero 2G-C16 debe ser mayor que la del dendrímero 2G-S16. Estos datos están en 
consonancia con los obtenidos previamente en los estudios de modelaje computacional, 
donde la interacción con gp120 y CD4 es más favorable para el dendrímero 2G-S16. Por 
otra parte, un punto importante a tener en cuenta es el efecto de cada uno de los 
dendrímeros por separado y de la combinación de los dos a nivel rectal, ya que este tipo de 
epitelio es monoestratificado y más fácil de que se produzcan abrasión mecánica y por lo 
tanto más suceptibles a ser infectados.  
Como se ha mencionado a lo largo de este trabajo, los microbicidas se dividen en dos 
grupos:262 a) compuestos no específicos que por las características de su estructura química 
pueden inactivar directamente el VIH o pueden impedir que el virus atraviese la mucosa 
(por ejemplo los dendrímeros) y b) antirretrovirales.286 Se han propuesto como posibles 
microbicidas inhibidores de la transcriptasa inversa, integrasa, proteasa principalmente el 
tenofovir;153 e inhibidores de la entrada viral o de CCR5.159 Además, como claramente se ha 
demostrado en el tratamiento de la infección por el VIH la combinación de diferentes 
antirretrovirales es más efectiva que la monoterapia287 y para que los microbicidas sean más 
efectivos se está introduciendo en las formulaciones la combinación de al menos dos 
antirretrovirales. Los dos dendrímeros carbosilano aniónicos (2G-S16 y 2G-C16)104 
utilizados en esta Memoria han mostrado ser potenciales microbicidas. Así, la combinación 
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de dendrímeros carbosilano 2G-S16 y 2G-C16 con antirretrovirales que actuasen en 
diferentes partes del ciclo viral del VIH-1, MVC, AZT, EFV o TDF, podrían ser buenos 
candidatos como microbicidas de uso tópico. Los resultados obtenidos muestran un 
aumento de la capacidad de inhibición de la entrada/replicación del VIH con los cuatro 
antivirales que se han estudiado, siendo especialmente significativos los resultados 
obtenidos con la combinación del dendrímero 2G-S16 y los inhibidores de la transcriptasa 
inversa. El siguiente paso sería estudiar el efecto de la sinergia de estos compuestos en 
sistemas más fisiológicos como en CMSP y linfocitos T CD4+ purificados y evaluar la eficacia 
de la combinación frente a otros patógenos de transmisión sexual. Estos resultados son 
prometedores, porque la sinergia entre algunos antirretrovirales y dendrímeros pueden 
permitir el uso de concentraciones más bajas de cada uno de los compuestos reduciendo los 
efectos adversos, daño local e inflamación durante el acto sexual. Además, la utilización de 
menor cantidad de producto podría tener un impacto en el coste de producción del 
microbicida facilitando el acceso a un mayor número de individuos, incluyendo a los que 
viven en países en desarrollo. En resumen estos resultados abren otras puertas a nuevas 
investigaciones. 
En el proceso de la investigación y en paralelo al estudio realizado con los dendrímeros 
2G-C16 y 2G-S16 se planteó el objetivo de diseñar y estudiar nuevos dendrímeros 
polianiónicos que pudieran mejorarlos como agentes frente a la infección por el VIH-1. En 
esta segunda parte de la Memoria se llevó a cabo la síntesis y estudio de ligandos 
sulfonados y carboxilados con complejos de metales de transición basados en níquel, 
cobalto, cobre y zinc con el objetivo de potenciar la actividad anti-VIH de los dendrímeros. 
Tras mostrar la biocompatibilidad de estos ligandos sulfonados y carboxilados con 
complejos de metales en CMSP se estudió su posible papel como agentes antivirales. 
Aunque los ligandos en su forma de sal sódica de las familias 2, 3 y 4 no fueron tóxicos, en 
los experimentos de pre-tratamiento y  post-tratamiento en CMSP no tuvieron 
prácticamente efectos inhibidores frente al VIH-1. 
En los experimentos de pre-tratamiento y post-tratamiento realizados en CMSP, los 
complejos 2-Ni, 2-Zn, 3-Co, 4-Ni tuvieron actividad anti-VIH. Esta característica podría ser 
indicativa de una actividad de los ligandos como inhibidores de la fusión del virus a la célula 
diana. Sin embargo, como ocurrió con la familia 1,258 cuando los complejos se añadían 
después de que las células fueran infectadas (post-tratamiento), algunos de los compuestos 
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también fueron capaces de inhibir la replicación del VIH-1, por lo que también podrían 
actuar en etapas posteriores del ciclo de replicación viral. El uso de estos complejos como 
post-tratamiento tras la infección por el VIH-1 tuvo un efecto inhibidor a tiempos cortos (a 
las 48 horas comenzaban a perder eficacia), y más rápido (a las 24 horas fueron buenos 
inhibidores en comparación con su sal sódica). La toxicidad de las sales sódicas fue mayor 
que la de los ligandos, lo que sugiere que el uso de los ligandos a concentraciones más altas 
podría tener un efecto mayor en la inhibición de la infección por VIH-1. 
El comportamiento dual, pre- y post-tratamiento, es la mejor característica de estos 
compuestos, ya que combinan una actividad preventiva y terapéutica frente a la infección 
por el VIH-1. Debido a estos resultados y a que los análisis de espectroscopía EPR de los 
complejos de cobre102 mostraron que el 3-Cu era un buen candidato para el desarrollo de 
una forma dimérica con una geometría distorsionada, con el objetivo de analizar el 
comportamiento sinérgico de los complejos metálicos y ligandos polianiónicos, en este caso 
en métalo-dendrímeros con una estructura carbono-silicio, con complejos metálicos de 
cobre en su periferia, se llevaron a cabo ensayos de biocompatibilidad y de inhibición de la 
infección por el VIH-1 en la línea celular HEC-1A y en CMSP de los nuevos cuatro métalo-
dendrímeros.  
Se desarrollaron nuevos métalo-dendrímeros que combinaban los dendrímeros 
carbosinalo aniónicos previamente estudiados en el laboratorio y en esta Memoria238 con 
complejos de cobre en su periferia. El valor añadido de estos compuestos es que 
presentaban dos tipos de funcionalidades con actividad antiviral, átomos de metal y cargas 
negativas. Se demostró la unión de los complejos de cobre a los dendrímeros carbosilanos 
aniónicos por ensayos de espectroscopia UV-Vis y el EPR.105 
Los estudios de biocompatibilidad mostraron que los complejos no fueron tóxicos en la 
línea celular HEC-1A y en CMSP a concentraciones inferiores de 50 µM. Posteriormente se 
realizaron los experimentos de pre-tratamiento con los métalo-dendrímeros de cobre con 
grupos sulfonato y carboxilato en HEC-1A y en CMSP y se mostró que en HEC-1A los 
compuestos con grupos carboxilato tenían mayor efecto inhibidor de la infección por el 
VIH-1 en comparación a sus respectivos controles, pero la inhibición fue independiente de 
la cantidad de cobre. Algunos de los métalo-dendrímeros mostraron un efecto inhibidor de 
la infección por el VIH-1 cuando las células se pre-trataron con una concentración más baja 
que su dendrímero control, lo que indicaba que la presencia del complejo metálico unido al 
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dendrímero aumentaría el efecto inhibidor del dendrímero por si mismo. Estos datos 
indican que estos métalo-dendrímeros actúan como inhibidores de la primera etapa del 
ciclo viral. Los resultados de los experimentos de pre-tratamiento con los métalo-
dendrímeros en CMSP mostraron que los compuestos carboxilato tenían mayor actividad 
anti-VIH, manteniéndose esta actividad a medida que la cantidad de complejos metálicos 
de cobre en la periferia fue mayor. Resumiendo, cuando las células se pre-trataron con los 
métalo-dendrímeros se obtenía un inhibición significativamente menor de la producción de 
antígeno p24gag en comparación con los dendrímeros utilizados como control, indicando 
una mayor actividad anti-VIH. 
Finalmente, cuando primero se infectaron por el VIH-1 las CMSP y posteriormente se 
trataron con los métalo-dendrímeros también se observó  un efecto inhibidor mayor de los 
compuestos metálicos, principalmente a las 24 horas en comparación con los dendrímeros 
control. Esto implicaba un efecto inhibidor más rápido, que incrementaba cuando el 
compuesto tenía mayor cantidad de cobre. En resumen, la presencia del complejo metálico 
unido al dendrímero aumenta el efecto inhibidor del dendrímero, y muy importante estos 
compuestos pueden actuar en distintas etapas del ciclo de replicación viral. Este estudio 
abre una nueva vía de investigación, ya que sería de gran interés conocer en que etapas del 
ciclo viral actúan estos métalo-dendrímeros. 
En el caso del métalo-dendrímero de grupos sulfonato (el 2G-S16Cu8) los resultados 
obtenidos en pre- y post-tratamiento en HEC-1A y CMSP fueron similares a los obtenidos 
por su dendrímero control (2G-S16). En conclusión, la unión de los complejos metálicos de 
cobre en dendrímeros con grupos sulfonato, no incrementaba su actividad anti-VIH. Esto 
podría deberse a los resultados obtenidos de la espectroscopía EPR a la que se hizo 
referencia en la segunda parte de esta Memoria, donde se mostraba que el 3-Cu es un buen 
candidato para el desarrollo de una forma dimérica con una geometría distorsionada. Sin 
embargo, la unión de complejos metálicos de cobre a los dendrímeros carboxilados (2G-
C16Cu2, 2G-C16Cu4 y 2G-C16Cu6) si incrementó la actividad anti-VIH de los mismos, en 
los experimentos de pre-tratamiento en HEC-1A y en CMSP. El pre-tratamiento de las HEC-
1A y de las CMSP durante 1 hora con 10 µM de cada uno de los métalo-dendrímeros 
produjo mayor inhibición de la infección por el VIH cuando se comparó con el dendrímero 
control 2G-C16. Los mismos resultados se obtuvieron cuando en primer lugar se infectaron 
las células y luego se trataron con los métalo-dendrímeros, obteniendo mayor efecto 
inhibidor con ellos que con el dendrímero control 2G-C16. Estos datos indican que la 
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presencia del ión metálico coordinado con el dendrímero carbosilano de grupos carboxilato 
incrementa el efecto inhibidor de éste. Los métales parecen tener mayor efecto sobre los 
dendrímeros de grupos carboxilato (2G-C16) para inhibir la infección que sobre los 
dendrímeros de grupos sulfonato (2G-S16), y podrían estar implicados por un lado las 
cargas negativas, y por otro los metales y los cambios que pueden producir ambos factores 
en la unión del dendrímero al virus o al receptor CD4 o correceptores, ya que en los 
experimentos realizados sólo con los dendrímeros siempre se consiguió una mayor 
inhibición de la infección con el dendrímero 2G-S16. 
Por trabajos previos en el laboratorio se conoce el papel que los dendrímeros 
carbosilano tienen sobre el VIH-1, ya sea como posible terapia génica,121,137 o bien como 
bloqueantes de la transmisión del VIH-1.104 En esta última parte de la Memoria se discute el 
posible papel de nuevos dendrímeros carbosilano de núcleo polifenólico 2G-C24P y 2G-
S24P y de los dendrímeros cabosilano aniónicos 2G-S32 y 2G-C32 que tienen una estructura 
similar a los dendrímeros carbosilano 2G-S16 y 2G-C16, pero su síntesis se realiza por una 
reacción tiol-eno que tiene la ventaja de ser más sencilla y rápida y en caso de funcionar de 
forma similar a los dendrímeros 2G-S16 y 2G-C16 sería más fácil su traslación a la clínica. 
Los nuevos dendrímeros de núcleo polifenólico y de síntesis tiol-eno a concentraciones altas 
no fueron tóxicos en líneas celulares y en CMSP.  
Al igual que los dendrímeros 2G-C16 y 2G-S16, los nuevos dendrímeros no inducían 
proliferación celular, no alteraban la activación celular temprana o tardía, no producían 
alteración de la flora vaginal, no inducían daños en la pared de la vagina, sobre todo en la 
concentración utilizada en los ensayos in vitro. Además no se detectó mortalidad ni señales 
de secreción vaginal, eritema o edema en las ratonas estudiadas, el pH ácido no afectó a las 
funciones anti-VIH de los dendrímeros y al entrar los dendrímeros en contacto con los 
espermatozoides no alteraban el índice de movilidad progresiva espermática. En resumen, 
los dendrímeros 2G-C32 y 2G-S32 son posibles nuevos candidatos a microbicidas. Sin 
embargo, al igual que se ha discutido con los dendrímeros 2G-S16 y 2G-C16 se necesitan 
más estudios in vitro y sobre todo in vivo para que estos dendrímeros pudieran ser utilizados 
como microbicidas tópicos.   
Los dendrímeros 2G-C32 y 2G-S32 inhibieron la transmisión del VIH-1 en los primeros 
pasos del proceso de la infección por el VIH-1 en un modelo de monocapa transepitelial 
realizado in vitro. Estos dendrímeros también bloquearon la internalización del VIH-1 en 
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células epiteliales y mantuvieron la integridad de la monocapa. Como se ha discutido, la 
exposición directa de las células del epitelio genital al VIH-1 produce rotura de la mucosa e 
incrementa la entrada del VIH-1 a través del epitelio por una interacción directa entre las 
células epiteliales y la gp120 del VIH-1.257 Los dendrímeros polianiónicos se consideran 
inhibidores de la entrada del VIH-1 y su mecanismo de acción se asocia a interacciones 
electrostáticas entre la gp120 del VIH-1 y los grupos funcionales de los polianiones que 
podrían prevenir la unión del virus a las células dianas.104,210 Sin embargo, se desconoce el 
mecanismo de inhibición que utilizan estos nuevos dendrímeros, y como se ha discutido 
anteriormente con los dendrímeros 2G-S16 y 2C-S16 hay varias posibilidades. Por lo tanto 
para conocer el mecanismo de acción de estos nuevos dendrímeros hay que llevar a cabo 
más estudios, ya que desconocemos si podrían interaccionar con marcadores de membrana 
como CD4, CCR5 o CXCR4, o intervenir en una serie de eventos que inhiban alguna parte 
del ciclo viral.288 En este punto se deberán realizar experimentos de modelaje molecular y 
de entrada viral.  
Los resultados obtenidos en los experimentos de transmisión y entrada del VIH-1 en 
células epiteliales del tracto genital femenino mostraron que los dendrímeros 2G-C32 y 2G-
S32 producían mayor transmisión/inhibición del VIH-1 que los dendrímeros controles 2G-
C16 y 2G-S16, respectivamente. En los estudios de pre-tratamiento realizados en células 
epiteliales los resultados de los dendrímeros 2G-C32 y 2G-S32 fueron significativamente 
mejores en comparación con sus controles 2G-C16 y 2G-S16 independientemente que se 
trataran con virus con tropismo X4 o R5. Especialmente destacable fueron los resultados 
obtenidos en la inhibición de la infección de células del epitelio vaginal por virus con 
tropismo R5. En los experimentos de inhibición de la entrada viral, aunque los resultados no 
fueron tan significativos, se observó una tendencia hacia una mejor actividad de los nuevos 
dendrímeros. El 2G-S32 tuvo un efecto similar a su control 2G-S16 en los experimentos de 
entrada viral, mientras que se observó un efecto inhibidor mayor de la replicación del VIH-1 
del 2G-S32 en comparación con el control 2G-S16. Sin embargo, el 2G-C32 presentó un 
mayor efecto inhibidor respecto a su control 2G-C16 tanto en la entrada viral como en la 
producción de nuevas partículas virales. Estos resultados indican que los nuevos 
dendrímeros podrían estar actuando en otras etapas del ciclo viral y habrá que realizar 
diseños de nuevos experimentos para conocer el mecanismo de inhibición de la entrada del 
virus y sobre todo en qué puntos del ciclo del VIH-1 están actuando para inhibir la 
producción de nuevas partículas virales. Finalmente, aunque los dendrímeros de núcleo 
polifenólico 2G-C24P y 2G-S24P tuvieron actividad anti-VIH en ninguno de los 
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experimentos fue mejor que cuando se utilizaron sus controles 2G-C16 y 2G-S16, 
respectivamente. 
Con estos nuevos dendrímeros también se realizaron experimentos con los tres aislados 
virales con tropismo R5 procedentes de individuos VIH+ en la línea celular HEC-1A. Los 
resultados, aunque preliminares, demostraron que los dendrímeros presentaban capacidad 
antiviral frente a la infección por virus procedente de individuos VIH+, incluso para los 
dendrímeros 2G-S32 y 2G-C32 la inhibición de la producción de antígeno p24gag fue mayor 
que la obtenida por los dendrímeros controles 2G-S16 y el 2G-C16. Como ya se ha discutido 
anteriormente en esta Memoria, no se puede ignorar ninguno de los tropismos virales 
implicados en la infección por el VIH a la hora de desarrollar nuevas estrategias antivirales 
que conlleven el uso de un microbicida de uso tópico, ya que tanto en el tracto genital 
femenino como en la mucosa rectal se encuentran de manera abundante células T CD4+ y 
otros tipos celulares que expresan los principales correceptores para el VIH, el CXCR4 y 
CCR5.289-290 
Para concluir, y como ensayo preliminar, se llevaron a cabo experimentos para evaluar 
si distintos pH pudieran afectar a las características antivirales de los dendrímeros, ya que 
como se ha descrito en trabajos anteriores, la vagina humana presenta un pH bajo,29 
además de que pH bajos disminuyen la solubilidad de los compuestos desarrollados como 
microbicidas, y en compuestos polianiónicos, el efecto del pH puede ser aún mayor.149 En 
primer lugar, los compuestos deben ser solubles y biodisponibles en un amplio intervalo de 
valores de pH. En segundo lugar, dada la relación entre la carga molecular y el pH, las 
moléculas que dependen de la carga para la actividad antiviral deben permanecer 
funcionales a pesar de las variaciones en el pH que se producen durante las relaciones 
sexuales. Para ello se realizó un ensayo en el que se comprobó si diferentes variaciones en el 
pH podían afectar negativamente a la capacidad antiviral de los dendrímeros. Al tratarse de 
un ensayo preliminar solo se realizó en los dendrímeros carbosilano aniónicos con grupos 
sulfonato en la periferia, ya que fueron los que mejores características presentaban. Los 
datos fueron concluyentes, ya que en ningún caso la capacidad antiviral de los dendrímeros 
se vio afectada, ni cuando el pH utilizado para su solubilidad presentaba valores muy ácidos 
(pH 3), ni cuando para la solubilidad se utilizó un plasma seminal.  
Desde mediados de los noventa se ha puesto el punto de mira de la investigación para 
evitar la transmisión del VIH-1 y una posibilidad es el desarrollo de nanopartículas como 
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microbicida que actúe en el mecanismo de entrada del VIH-1 a través del epitelio vaginal.29 
En esta Memoria se han caracterizado nuevos dendrímeros carbosilano aniónicos de 
segunda generación, solubles en agua principalmente como candidatos a microbicida. 
Precisamente la solubilidad en agua, junto con los datos que describen la biocompatibilidad 
y la actividad anti-VIH de estos dendrímeros son datos clave para fundamentar su potencial 
uso terapéutico, en especial para su futuro desarrollo como microbicida. Especial mención 
cabría darles a los dos nuevos dendrímeros de síntesis tiol-eno, el 2G-S32 y el 2G-C32 que 
por sus características químicas y los resultados obtenidos presentan un gran potencial 
como inhibidores de la transmisión del VIH-1 y para su traslación a la clínica. Así mismo no 
hay que olvidar el estudio combinado de dendrímeros de diferentes características entre si  
y de dendrímeros con antirretrovirales, ya que lo que realmente ha funcionado en el 
tratamiento de los individuos infectados por el VIH ha sido la combinación de 
antirretrovirales. Esta Memoria abre la posibilidad de continuar con nuevos estudios para el 
desarrollo de los nuevos compuestos y de las posibles combinaciones de compuestos como 
microbicidas de uso tópico para evitar la transmisión del VIH-1. 
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6. CONCLUSIONES 
1. Los dendrímeros carbosilano aniónicos 2G-C16 y 2G-S16 tienen buena 
biocompatibilidad en distintas líneas celulares. No producen activación de CMSP ni 
modifican la expresión de receptores y correceptores celulares implicados en la 
entrada del VIH-1 en CMSP. No alteran la flora vaginal, ni afectan a la viabilidad de los 
espermatozoides, ni a la pared del epitelio vaginal en ratonas CD-1a. Estos 
dendrímeros inhiben la entrada y transmisión de distintos aislados virales en células 
epiteliales y CMSP, siendo siempre mayor la inhibición con el dendrímero 2G-S16. 
 
2. Los estudios de modelaje computacional nos dan una aproximación del mecanismo de 
acción, indicando que del 2G-S16 se uniría preferentemente a la gp120 del VIH y el 
2G-C16 se uniría a gp120 y CD4,aunque de manera más débil debido a su carácter 
bipolar. 
 
3. Las sinergias de 2G-S16 y 2G-C16 no incrementan la inhibición de la infección por VIH-
1 en comparación con el uso de ambos dendrímeros por si solos. La sinergia de 2G-S16 
y 2G-C16 con antirretrovirales incrementa la inhibición de la infección por el VIH-1. 
 
4. Los métalo-dendrímeros 2G-S16Cu8, 2G-C16Cu2, 2G-C16Cu4 y 2G-C16Cu6 tienen 
buena biocompatibilidad en CMSP y células epiteliales. La unión del complejo metálico 
de Cu al dendrímero 2G-C16 favorece su capacidad antiviral.  
 
5. Los dendrímeros carbosilano aniónicos de síntesis tiol-eno 2G-S32 y 2G-C32 y los de 
núcleo polifenólico 2G-S24P y 2G-C24P presentan buena biocompatibilidad, no 
inducen activación celular, ni cambios en el receptor o correceptores de la superficie 
celular y no afectan al epitelio vaginal de ratonas. Además, la presencia de estos 
dendrímeros disminuye la transmisión del VIH-1 a través de una monocapa de células 
epiteliales sin alterarla. Estos dendrímeros inhiben la entrada y transmisión de distintos 
aislados virales en células epiteliales y CMSP, siendo mayor la inhibición producida por 
los dendrímeros 2G-S32 y 2G-C32. La capacidad antiviral se mantuvo a diferentes pH. 
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